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RESUMEN 

ROMO GARCU., ANA LETICIA. Aislamiento de MYcoplasrna .§1?2• a par­

tir de conjuntivitis en cabras (Bajo la asesoría de : Alfonso 

Valdivieso-García). 

Se colectaron muestras de ojos de caprino con lesiones de quera­

toconjuntivitis con el prop6sito de identificar los micoplasmas 

involucrados en ese hato¡ probando para este fin el medio base 

de Hayflick adicionado con extracto de conjuntivas (Bl), extrac­

to de globo ocular (B2), suero fetal caprino (B3), suero fetai 

ovino (B4), glutamina (BS), y diversas combinaciones de estos 

conq;>onentes para enriquecer el medio y determinar su concentra­

ci6n 6ptima. As.ímismo se buscaron otras posibles bacterias pre­

sentes. De todas las muestras se aisl6 Neisseria ovis y sólo de 

tres muestras se aisl6 Mycoplasma .!22• f sin embargo los medios 

probados no mostraron alguna diferencia aparente ni facilitaron 

el desarrollo ni la adaptabilidad de las cepas de micoplasmas, 

por lo que éstas no pudieron obtenerse en cantidad suficiente 

para ser identificadas bioquímica y seroltS«Jicamente1 concluyen­

do que aunque existe la conjuntivitis asociada con micoplasmas, 

tambi-'n existen otras bacterias iq>licadas en el problema. Es 

neceHrio conocer aún ms sobre los factores nutricionale• y so­

bre los posible. elementos inhibidores que interfieren directa­

mente con la adaptaci6n y el desarrollo de ciertas cepas para fa­

cilitar la identificaci6n y otro tipq de estudios sobre estos 

microorganismos. 
ii 
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INTRODUCCIÓN 

Existe un complejo llamado Oftalmía contagiosa, que com­

prende lesiones de conjuntivitis y queratoconjuntivitis. La con­

juntivitis es una inflamación de la conjuntiva ocasionada por 

irritación frecuente, si el epitelio conjuntivo sufre una que­

ratini.zación a causa de irritación constante se denomina quera­

toconjuntivitis (29,38) •. 

La enfermedad afecta primordialmente a ovinos, caprinos 

y ~uzas aunque otras especies la padecen como es el caso de 

los bovinos, ratón, perro, gato y el hombre (34,38). 

Esta enfermedad ha sido reportada en Europa, Asia, Aus­

tralia y América del Norte, por lo que se le considera de dis­

tribuci6n mundial, no obstante que existe un mayor número de 

reportes provenientes de Canadá, Estados Unidos, Suiza y Aus­

tralia (28,38). 

La enfermedad ocurre esporádicamente, ya sea en condi -

ciones de pastoreo o confinamiento, con mayor incidencia en pri­

mavera y verano afectando todas las edades , sólo que en el ca­

so de cabras, se ha observado en naonatos y una mayor inciden­

cia y susceptibilidad en cabritos jóvenes (4,34,38,43). 
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La morbilidad se reporta entre 10-94% (4,29), la mor­

talidad es baja, sin embargo afecta a los animales haciéndoles 

sufrir de un estado general de angustia que repercute directa­

mente en la economía de la explotaci6n (29,39), bajando tempo­

ralmente la inmunidad del individuo y favoreciendo la presen­

taci6n de otras enfermedades (28). 

La oftalmía comienza con un lagrimeo excesivo hasta 

el quinto día de presentación, observándose en este período 

hipervascularizaci6n de la conjWltiva bulbar y palpebral, hi­

peremia, eritema, hiperestesia, congesti6n de vasos conjW1ti­

vales edema e hipertrofia del tejido conjuntival (4,28). Si 

los signos continúari, la lesi6n se vuelve más severa ge11eran­

do opacidad cornea! y ulceraci6n de la misma (16,42). 

Las causas del complejo pueden reducirse a tres gran­

des grupos: traumático, químico o infeccioso (38), refiriendo­

nos a este último, se han asociado al síndrome: ChlaffiYdia, Nei­

sseria ~. Rickettsia y Mycoplasma. Otros agentes han sido 

aislados como Escherichia SQ!!, Streptococcus y Pseudornonas no 

obstante de haberse considerado como contaminantes (8,10,12,13, 

29,38,39). 

Los micoplasmas frecuentemente asociados a la enferme­

dad son: MYcoplasma arginini,, Acholeplasma ~. !fYcoplasma 
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agalactiae (43), Mycoplasma my:coides subsp capri, Ureaplasma 

urealitycum y Mycoplasma conjunctivae (5); sin embargo éste úl­

timo ha sido el único que habiendo sido inoculado experimental­

mente en an:il!lales, ha sido capaz de reproducir la enfermedad 

siendo exclusivo para ovinos, caprinos y gamuzas (9,10,12,13, 

20,38,39,43), no obstante, las denás especies pueden producir 

la oftalmía debido a secuelas de enfermedades nás graves (38) • 

Los micoplasmas han sido aislados de ojos sanos o 

enfermos (12), por lo que se ha sugerido la existencia de fac­

tores externos que favorecen la infección (4). 

El. diagn6stico de la enfermedad se realiza por la ob­

servaci6n de signos clínicos, sin embargo se requiere del ais­

lamiento e identificaci6n para un diagnóstico diferencial (38). 

No obstante en el caso de micoplasmas, el diagn6stico no es fcí­

cil ya que a pesar de que se encuentran asociados a una gran 

cantidad de enfermedades como poliartritis, metritis, neumonías, 

edema generalizado, mastitis y conjuntivitis (8,17,26,43) abar­

cando todas las especies animales domésticas útiles al hombre, 

poco se sabe aún sobre ellos, al<]Ullos autores coinciden en la 

necesidad de aclaraci6n sobre puntos relacionados a este género 

como son: crecimiento, cultivo, etiología, patogenia, factores 

predisponentes y fisiopatología, por lo que cualquier tipo de 

estudio que aclare estas inc6gnitas ser' da utilidad para 
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estudios posteriores (4,5,11,28,29,30,38,41,43). 

La necesidad de profundizar en el conocimiento de és­

te géll3ro estriba en que ha sido estudiado relativamente poco, 

el primer dato registrado data del afio 1898, a partir de enton­

ces muchos autores han incursionado en varios aspectos relacio­

nados con ellos (cuadro No. l). 

Los micoplasmas pertenecen a la clase Mollicutes y 

sus características primordiales se encuentran expresadas en 

el cuadro No. 2. 

Son microorganismos de difícil cultivo tanto al ais­

lamiento como en cultivos posteriores, algunos autores han ob­

servado que el 7C>°fo de los micoplasmas aislados, son incapaces 

de desarrollarse en subcultivos dificultándose as! el manteni­

miento de los cultivos para la identificaci6n posterior, 

acarreindose con esto, problemas en la bacteriología pr~ctica 

(25,38) • 

Las causas posibles de la dificultad del crecimiento 

y el mantenimiento de las cepas se puede resumir en los siguien­

tes puntos: 
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CUADRO No 1 

PRIMEROS AISIAMIENTOS REPORTADOS DE MYCOPIASMAS DE bI -
VERSOS ORÍGENES (25) 

AÑO REFERENCIA INICIAL LOCALIZACION 

1898 Nocard fil: al. Bovino 
1923 Bidré & Donatien caprino 
1923 Bidré & Donatien Ovino 
1934 Shoetensack Perro 
1935 Klienenberger cuy e 
1935 Nelson Pollo 
1935 Nelson Ratón 
1936 Laidlaw & Elford Drenaje 
1937 Klienenberger & Steabben Rata 
1937 Sieffert Suelo 
1944 Beller. caballo 
1952 car re re Insectos 
1952 Milrkham & Wong Pavo 
1954 Heimbeck Planta 
1955 switzer Cerdo 
1956 Mathey ~ ~. Pichón 
1956 Robinson ~ al. cultivo de 

tejidos 
1957 Adler Periquito aust. 
1960 Ito conejo 
1960 Ito Hamster 
1963 Robinson-Taylor ~ !!· Mono 
1967 cole et~· Gato 
1971 Barber & Fabricant Faisán 
1971 Barber & Fabricant Pato 
1971 Tan~ al. Puercoespín 
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CUADRO No 2 

TAXONOMIA DE IA CIASE MOLLICUTES (44) 

Mollicutes 
Mycoplasmatales 
Mycoplasmataceae 
1.- Requerimento de esteroles8para crecer 
2.- Tamafio de genoma 5.0 X 10 daltons 
3.- NADH oxidasa localizada en citoplasma 

Género I: Mycoplll sma ( aproximadamente 50 especies) 
Género II: ureaplasma ( una especie con serotipos) 

i.- Hidrólisis de la urea. 

Familia II: Acholeplasmataceae 
1.- Sin requerimento de esteróles para su 

crecimiento. · 
2.-Tamafio de genoma 1.0 X 109 daltons 
3.-NADH oxidasa localizada en membrana 

Género I: Acholeplasma ( 8 especies ) 

Familia III; Sgil;gplasmataceae (propuesto) 
l.- Forma helicoidal durante algunas fases 

de crecimiento. 
2.- Reguer:i.mentos de esteroles para su cre-

cimiento. 9 3.- Tamafio de genoma de 1.0 X 10 daltons 
4.- NADH oxidasa localizada en citoplasma 

Género I: Spiroplasma ( 4 especies ) 

Géneros de posici6n taxonómica incierta 
Thermoplasma ( única especie ) 
Anaeroplasma ( dos especies ) 
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a) No se conocen adecuadamente los reguerimentos nutricionales 

que favorezcan su crecimiento. 

b) Existe actividad micoplasmicida en tejidos por la presencia 

de lisolecitina y lecitina. 

c) SU crecimiento es inhibido por la presencia de anticuerpos 

específicos. 

d) Poseen Wl alto grado de asociaci6n a superficies celulares 

para obtener precursores de ácidos nucléicos (25,47). 

Por estas razones Hayflick opina que probablemente 

existan nutrientes escenciales en los tejidos originales que 

puedan facilitar el crecimiento in ~ de los micoplasmas 

(25,41). 

No obstante, se ha observado que los aislamientos 

pueden tener éxito si se les suple de condiciones y nutrientes 

especiales, así como de una toma de muestra adecuada (39). 

Tipo de muestra. 

Esta debe ser lo·tn2Ís fresca, ya que otorga beneficios 

tales como; bajo número de contaminantes, anticuerpos especí­

ficos con bajo título, ausencia de efectos inhibidores de pro­

ductos celulares (6,16) y por lo tanto la recuperaci6n del ma­

yor número de micoplasma.s presentes en la muestra. 
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Factores nutricionales. 

Se debe suplementar los medios de cultivo con facto­

res de crecimiento como son los esteroles, específicamente una 

alfa 1 lipoproteína (25), son necesarios como factores para 

obtener precursores de ácidos nucléicos (15). Estos esteroles 

son agregados al medio de cultivo con sueros que pueden prove­

nir de varias especies, algunos autores recomiendan el suero 

de equino (4,31,37), otros de ovino (41) y algunos otros de 

cerdo (28) dependiendo del micoplasma a cultivar, sin embargo 

otros investigadores opinan que el suero de caballo adulto no 

es recomendable ya que inhibe a algunos micoplasrnas,situaci6n 

que también comparte el suero humano, en todo caso se reco­

mienda utilizar el suero de caballo sin gammaglobulinas, en_ 

un porcentaje del 1-5% del total del medio. El suero fetal de 

bovino es el mejor por la ausencia o el menor número de anti­

cuerpos preexistente contra micoplasmas (45). 

Además de los esteroles, el medio de cultivo debe 

contener una fuente de amin~cidos que puede ser adicionada 

mediante infusiones de carne (45). 

Otro factor de crecimiento, es el extracto de levadu­

ra el cual provee de precursores de ácidos nucleicos (15,22). 

. ' ' 
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Para el cultivo de micoplasmas, se acostumbra suple~ 

mentar al medio con penicilina para inhibir gérmenes Gram po­

sitivos (8,9,20) y acetato de talio para inhibir esporulados 

aerobios y gérmenes Gram negativos (15). Actualmente el aceta­

to de talio est~ siendo sustituído por otros antimicrobianos 

ya que se ha visto, que puede inhibir el crecimiento de 

Ureaplasma urealitycum y algunas especies de Mycoplasma (19, 

32,40). 

Además de lo anteriormente citado, el agua utilizada 

para la elaboraci6n de los medios de cultivo debe ser deioniza­

da o bidestilada ya que de no ser así, puede resultar tóxica a 

los cultivos inhibiendo el total crecimiento (31,36). 

En cuanto a medios s6lidos, es necesario utilizar el 

Ionagar debido a su grado de pureza ya que agares de dudosa 

calidad pueden afectar el tamafto y número de colonias (31,32). 

Condiciones de cultivo. 

Respecto a las condiciones de cultivo, es necesario 

tener sumo cuidado en llevarlas a cabo lo J'lll(s adecuadamente po­

sible, la mayoría de los micoplasraas crecen en teq>eraturas de 

36-38 •e (8,16,20). 

En cuanto a pu, los micoplasmas son swnamente 
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sensibles a cambios del mismo, su rango es muy estrecho reco~ 

mendándose como 6ptimo el de 7.8-8.0 ,(20,47). Debido a esta 

situación es aconsejado suplir al medio de cultivo con indica­

dor de pH para poder observar fácilmente cambios en los medios. 

En cuanto a condiciones atmosféricas, se les recono­

ce como gérmenes aerobios aunque pueden crecer en condiciones 

de anaerobiosis, prefieren concentraciones de 5-10% de co2 (8, 

15,16,19,32). 

Aislamiento. 

Este debe llevarse a cabo a partir de muestras fres­

cas y sembrarse en medios líquidos y sólidos con lo que se pue­

de apreciar el desarrollo en diferentes formas: 

En medio líquido, el crecimiento es poco manifiesto 

comparado a los crecimientos bacterianos, por lo que la turbidez 

es poco manifiesta. Para apreciar el crecimiento con mayor faci­

lidad, al caldo se le adiciona con un indicador de pH y se ob­

serva diariamente hasta apreciar un cambio de color, teniendo 

para este efecto un tubo testigo. En caso de que ningún cambio 

sea apreciable, se recomienda ejecutar pases ciegos a los tres, 

siete, catorce y veintiuno días con el fin de adaptar el cultivo 

al laboratorio (44), sin embargo el aislamiento en muchos casos 

prefiere m~s días de incubaci6n en vez de realizar pases ciegos 

(~l). 
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Para el ai.s.lamiento, es también recomendable diluir 

la JDDestra con el fin de dispersar otras contaminantes y faci­

litar así el crecimiento de los micoplasmas presentes (23). 

En medio s6lidos, el crecimiento se observa por la 

formaci6n de colonias características en forma de huevo es­

trellado o huevo frito (7,8,14,20). Estas colonias deben ser 

purificadas ya que puede existir la posibilidad de que en Wla 

aisma muestra se encuentren dos tipos de micoplasrnas, por es­

ta raz6n es necesario efectuar la triple clonación sin la cual 

los procedimientos de identificaci6n quedan invalidados (7). 

J:dentificaci6n. 

Previo a este paso, se ha establecido que cua1qu;er 

cepa sospechosa debe cumplir con requisitos establecidos, sin 

los cuales no pueden ser considerados como miembros del gé:r.ero 

Mycoplasma. Los requisitos son los siguientes: 

1.- Deben ser capaces de crecer en medios artificiales, y en 

medios s6lidos desarrollar colonias características (8,14, 

16;25,27). 

2.- Debe ser demostrada la ausencia de pared celular y poseer 

membrana citoplasmática (7,15,16,20,25,27). 

3.- No deben revertir a bacterias. Es decir puede existir la 

posibilidad de.que se trate con fase 11L11 de bacterias debi­

do a la inducci6n de los antibióticos incorporados al medio. 
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Esto se demuestra sembrando al micoplasma en un medio 

sin antibi6ticos por pases consecutivos (15,16,20,25). 

4.- Deben ser capaces de atravesar filtros de 300-450 nanóme­

tros y en algunos casos, filtros de 220 nanómetros (9,17, 

20,43,46). 

una vez cubiertos los requisitos descritos, se proce­

de a montar las pruebas necesarias para la identificaci6n. Estas 

pruebas deben realizarse bajo dos condiciones: a) Realizándolas 

en un medio de cultivo que haya soportado el crecimiento y b) 

Realiz,ndolas con formulaciones exactas, ya que de no ser así 

podrían variar los resultados (18}. 

Tomando en cuenta estos puntos, se procede a realizar 

las siguientes pruebas: hidr6lisis de arginina, glucosa, activi­

dad proteolítica (caseína), requerimento de esteroles (digitoni-

~. na)., actividad de fosfatasa y reducci6n de sales de tetrazolio. 

Los resultados obtenidos nos otorgan el patrón preeliminar para 

realizar otras pruebas bioquímicas y serol6gicas más específicas 

para concluir en definitiva la especie con la que se está traba­

jando (3,8,11,15,26). 

Lograda la identificaci6n, es posible hacer un diagn6s­

tico certero para mejorar los tratamientos necesarios así como 

las medidas preventivas adecuadas, ademcís de establecer nuevas 
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técnicas para futuros diagnósticos. 

No obstante debido a la dificultad que existe para 

realizar el cultivo de los micoplasmas, es necesario hacer es­

tudios encaminados hacia la búsqueda de los elementos nutrici,g 

nales idóneos que favorezcan su desarrollo y por lo tanto fa­

ciliten su cultivo. 

HIPOTESIS 

1.- Si la enfermedad descrita anteriormente tiene distril>uci6n 

mundial, debe existir también en la población caprina del 

pa!s. 

2.- Si los micoplasmas son capaces de desarrollarse en tejidos 

oculares, ser'11 capaces de reproducirse en medios de culti­

vo que contengan extractos de estos tejidos así como sueros 

fetales propios de las especies susceptibles (ovinos y ca­

prinos) con el fin de establecer un medio de cultivo ideal 

para casos sospechosos de conjuntivitis en cabras ocasiona­

dos por mic:oplasmas. 

OBJETIVOS 

El objetivo general e• prOl'lllOYer el crec:imianto c1e loa 

llicopl•-• aislado• a partir de ojos de caprinos con le•ionea de 
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~onjuntivitis, en medios de cultivo suplementados con extractos 

oculares caprinos y sueros de las especies susceptibles para 

llegar a la identificación del micoplasma. 

a) Obtener extractos de ojos fetales caprinos así como sueros 

fetales de ovino, caprino y equino para la elaboración de 

los medios de cultivo. 

b) Sembrar dichos medios con muestras sospechosas de la enfer­

medad para comparar el comportamiento de los diferentes me­

dios a fin de encontrar el 6ptimo para el cultivo. 

e) Identificar las cepas aisladas mediante pruebas bioquímicas 

y serol6gicas establecidas. 
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MATERIAL Y MÉTODOS 

1.- Obtención de muestras. 

Se colectaron cuatro muestras de cabras con lesiones 

de conjuntivitis y una más, elegida por el estado general del 

aniJnal, a partir de ojos caprinos provenientes de cabras del 

Centro de Recría de la SARH Progreso-Morelos, debido a que en 

anos anteriores se habían aislado muestras sugestivas de ~-

plasma (cuadro No. 3). 

El muestreo se llev6 a cabo por medio de his6pp es­

téril previamente humedecido en medio de cultivo Hayflick sin 

antibi6ticos (S,41) para evitar la posibilidad de inhibir a 

los micoplasmas presentes. 

El hisopo fue embebido en los fluidos oculares y por 

'\Íltimo se realiz6 un raspado conjuntival tanto en la parte bul-

bar como en la palpebral. Lo mismo fue realizado en ambos ojos 

y posteriormente las muestras fueron sumergidas con las mismas 

características anteriormente citadas y se transportaron al la-

boratorio en un lapso de 2 horas en condiciones de refrigera-

cicSn (5,30,31,34,41). 

2.- Aislamiento. 

Las muestras sospechosas fueron procesadas .para la 

obtenci6n y aislamiento de bacterias y micoplasmas. Para las 



CUADRO No 3 

MTOS DE ANIMALES MUESTREADOS 

No de Raza Edad Sexo Identi- Lesiones 
muestra ficaci6n 

M-I cruza 4 ai'ios M s/ident. Queratitis y opacidad corneal, hipe-
(corral 1) remia conjuntiva!. Lagrimeo excesivo. 

M-II Senen 2 ai'los H s/ident. Ligera conjuntivitis bulbar y palpe-
~ (corral 10) bral, hiperemia y escoriación conjun- ¡..o 

ti val. Cl' 

M-III Nubian 4 semanas M 62-67-83 Lagrimeo excesivo, sin mcís lesi6n 
(corral 9) aparente. 

M-IV Alpino 5 semanas M 62-BS-83 Lagrimeo excesivo, hiperestesia, 
francés (corral 6) hiperemia conjuntival, aumento del 

globo ocular. 

M-'V Nubian ·4 semanas M 62-45-83 Sin signología ocular aparente. 
(corral de Caquectico y tamafio menor al de su 
cuarentena) edad. 
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prir.:ieras se realizaron las técnicas de rutina descritas en los 

manuales de diagnóstico bacteriológico incluyendo frotis direc­

to siembra en medios enriquecidos e identificación por medio de 

pruebas bioquímicas (9,13,33). 

Para el aislamiento de micoplasmas, fueron prepara­

dos medios de cultivo basando la proporción de las sustancias a 

probar en formulaciones de medios establecidos o sugeridos por 

varios autores (4,5,24,28,37,39,41,42), los medios fueron rea­

lizados 24 horas antes del d!a del muestreo para que fueran lo 

nás frescos posibles. 

El medio base (medio B) de los medios de cultivo fue 

el medio de Hayflick con la variante de la utilizaci6n de suero 

fetal equino en lugar de suero de equino adulto para evitar al 

, Jáximo inhibiciones del crecimiento por posibles rnetabolitos o 

anticuerpos espec!ficos preexistentes en el mismo (45). 

La composición del medio base así corno las variantes 

. necesarias en cada tipo de medio se expresan en los cuadros nú­

mero 4 y 5 respectivamente. 
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CUADRO No 4 

COMPOSICION DEL MEDIO BASE 

Caldo PPLO ( l) 

Acetato de talio (sol w/v 10%) <
2

> 

(3) 
Rojo de fenol (sol w/v 1%) 

Glucosa <4> 

Penicilina (100,000 UI/ml) (S) 

90.0 ml 

0.25 ml 

0.25 ml 

o.so 9 

o.so ml 

Ionagar (en caso de medio s6lido) (G) .75 % 

Extracto de levadura 10.0 ml 

suero fetal equino 20.0 ml 

Total 121.85 ml 

(1) caldo PPLO (Laboratorios Difco No cat. 0554-01). 
(2) Acetato de talio (K & K Laboratories, Plainview, N.Y. 

No 22508). 
(3) Rojo de fenol (Laboratorios Merck. Art. 7241). 
(4) Glucosa (Dextrosa. J.T.Baker No cat. 1910). 
{5) Penicilina (Penprocilina. Laboratorios Lakeside 

No cat. 18775). 
(6) Ionagar (Laboratorios Oxoid. No cat. Ll2). 
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CUADRO No 5 

SUSTANCIAS UTILIZADA.S PARA LA EIABORACION DE 
LOS MEO ros DE CULTIVO 

NOMINACION DEL 
MEDIO 

Bl 

B2 

B3 

B4 

BS 

B6 

B7 

BB 

SUSTANCIA UTILIZADA 

Extracto de conjuntivas 

Extracto de globo ocular 

Suero fetal caprino 

Suero fetal ovino 

Glutamina 

Suero fetal caprino 
(sin afiadir el suero equino) 

Extracto de globo ocular + 
extracto de conjuntivas + 
glutamina 

Suero fetal de equino 
(medio base) 

CANTIDAD INCOR_ 
PORADA A 121.85 
DEL MEDIO BASE 

18.00 ml 

18.00 ml 

24.0~ ml 

24.00 ml 

0.02 g 

20.00 ml 

18.00 ml 
18.00 ml 
0.02 g 

20.00 ml 
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2.l-Preparaci6n de las diferentes sustancias a probar en los 

medios de cultivo. 

a) Sueros fetales.- Para la realizaci6n de los medios 

de cultivo fue necesario obtener sw ros a partir de animales 

provenientes del rastro, ya que los sueros comerciales resu,! 

taban excesivamente costosos y poco confiables en cuanto a 

su calidad y en la posibilidad de que pudieran inhibir los 

crecimientos (45). 

Se eligieron sueros fetales según recomendaciones de algunos 

autores, siendo los sueros colectados de fetos caprinos, 

ovinos y equinos (4,30,31,37,41). 

Para su colecci6n, se acudió al rastro donde se obtu-

vieron los fetos aún vivos y por decapitación fue colectada 

la sangre en frascos fríos y estériles evitando la caída 

brusca de la misma para evitar al máximo ruptura de eritro-

citos. Ya habiendo recolectado aproximadamente 3 litros de 

sangre por cada especie, ésta fué transportada.al laborato-

rio en condiciones de refrigeración. 

Ya en el laboratorio, se colocó en recipientes de 

plástico limpios y se dejó en refrigeración durante 18 ho-

ras para dejar una mayor superficie expuesta y así colectar 

la mayor cantidad de suero posible. Posteriormente se .separ6 

. el coagulo y, el suero restante fué centrifugado a 4,420 g/15 
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minutos para separar los posibles eritrocitos restantes, se 

decantó y se repitió la centrifugación a 48,400 g/ 15 min y 

por último se eliminó la capa grasa formada en la superficie 

así como el sedimento. 

Obtenido el suero, se procedió a su esterilización 

por medio de filtración utilizando membranas Millipore* y pre-

filtros colocados de la siguiente manera: papel Whatman** 40, 

membranas de 0.60, 0.45 y 0.22.JlUl· Filtrado el suero, se proce­

di6 a distribuirlo en tubos previamente lavados y esterilizados 

según indicaciones para material usado en cultivo celular (36). 

Se mantuvieron en alícuotas de 20 rol. 

Posteriormente se llev6 a cabo la inactivación del 

suero a 56 ºC durante 30' {31) y se sembr6 en gelosa sangre 

para garantizar así su esterilidad. 

b) Extractos oculares.- De los fetos caprinos que fue-

ron utilizados para la obtención del suero, fue colectada la ca-. 

beza y transportada en condiciones de refrigeración en un.lap-

so de tres horas , ya en el laboratorio, fueron lavadas con a-

gua corriente y por último enjuagadas con agua destilada estéril. 

* Millipore de México, S.A. 
** Whatman. w & R, Balston Limited, England. 

··•··.i···'i¡ .:._-:' :~ 
;···'} 
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Bajo este proceso se depositaron en un recipiente 

frío y estéril, posteriormente se procedi6 a la enucleación y 

ya separados los ojos se colectaron por separado globos ocula­

res y conjuntivas. 

Los globos oculares fueron lavados una vez más con 

agua destilada estéril y se mezclaron con 200 ml de soluci6n 

de Hank fresca, obteniendo moliendas mediante una rnezcladoraf 

este líquido fue sometido a un proceso similar al utilizado en 

la esterilizaci6n de los sueros excepto la inactivación. 

La misma técnica fue utilizada para realizar la mo -

lienda de las conjuntivas y su procesamiento y conservación fue 

igual a las anteriormente descritas. Los globos oculares y las 

conjuntivas fueron muestreadas para garantizar su esterilidad. 

3.- Siembra de muestras. 

Por cada muestra se tenían preparados 4 tubos con 

1.8 ml por cada uno de los medios a probar así como.una caja, 

tambien se tenía preparada una placa de gelosa sangre por mues­

tra (13,33). Se hornogenizó la muestra y se retiró el hisopo del 

med.io realizandose una siembra para la obtenci6n de cultivo en 

cada uno de los medios del cuadro No 5, ya sembradas, el hiso­

po sirvi6 para efectuar frotis dire~tos los cuales fueron tefii-

* Waring Blender, Mod 702-n. Waring Products Co. U.S.A. 
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dos posteriormente con las técnicas de Gram y Giemsa (9,13). 

Del medio restante, fue tomado 0.2 rnl con micropipeta y se pro-

cedi6 a realizar diluciones decimales por cuatro tubos con el 

fin de rescatar los cultivos en caso de contaminantes bacte -

rianos (23). 

Realizadas las siembras se incubaron durante tres 

días a 36 ºC conservando las cajas en condiciones de velobio-

sis (33) posteríor a ese período, cajas y tubos fueron revisa-

dos diariamente durante siete días. En aquellos en donde no se 

observ6 crecimiento, se dejaron incubar por tres días más y fue-

ron desechados como negativos ya que el 90% de los tubos y ca-

jas ya habían presentado crecimiento (5). 

El parámetro para considerar positivo el crecimiento 

fue el cambio de pH en los caldos y la observación de colonias 

en las cajas. El parámetro para evaluar la efectividad de los 

medios probados fue basado en los siguientes datos: 

c;.LDOS: 

CAJ1\S: 

1) crecimiento (positivo o negativo) dependiendo 
del cambio apreciable de pH. 

2) tiempo (días) necesarios para el cambio. 

1) crecimiento (positivo o negativo) dependiendo 
de la existencia de colonias desarrolladas. 

·2) Tiempo (días) necesarios para el desarrollo de 
colonias. 

3} Tamafio relativo de las colonias(pequefias o gran­
des). 

4) Número relativo de colonias (abundante, modera­
do o escaso) • 
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Los caldos positivos fueron congelados a - 70ºC pa­

ra su conservación y de las cajas se eligieron aquellas con 

colonias aparentes. 

4.- Subcultivos (Clonaciones). 

Por cada caja se clonaron tres colonias, y cada una 

de ellas fue sembrada a un tubo (respetando siempre el tipo de 

medio de donde provenían), ya así fueron incubados de la misma 

forma que la realizada en el primocultivo por tres días, en caso 

de un cambio aparente en el color, eran resembradas a una pla­

ca y el resto del medio se congelaba a -70°C, en caso contra -

rio se llevaban a cabo pases ciegos al 3, 7 y 14 avo día, si 

el cambio no era aparente, era considerada como negativa o muer­

ta ·y la muestra era desechada. Este proceso fue realizado tres 

veces consecutivas (7). La figura No l resume el proceso des-

crito. 

Después de purificados los cultivos, se realiz6 la 

liofilización de las cepas subdividiendo cada muestra en alí­

cuotas de 0.2 ml sirviendo corno estabilizante el propio medio 

(1), previa siembra de estos cultivos en una placa para garan­

tizar así que el cultivo continuaba vivo. 

Dado que las cepas aisladas no presentaban un patrón 

de crecimiento uniforme, fue necesario determinar la curva de 



FIGURA No l 

PASOS RECOMENDADOS PARA EL AISLAMIENTO DE MYCOPLASMA 

Hisopo ocular ,Frotis directo con 
(muestra fresca en medio sin Gram y Giti!!llsa 
antibi6ticos) • ~ 

Medio s61i( Medio líquido 
(Incubaci6n en 5% C02a 36ºC) (10 días de incubaci6n t a 36 ºC) 
Observación de colonias caracterís- l 
ticas. 

I -
1

3 1 
. t b / Dilucionles ió

1 
a 104 

co onias a u o c u 

b t' . ' . Tu os con crecJ.miento positivo 

Clonacion 

Cambio pH 
(en caso negativo pase ciego a los 
3 1 7 y 14 días a medio sólido y lí~ l ·., 
quido. 1 

~ onservaci6n en 
Resiembra a medio sólido 

i 
Clonación II - 4 colonias a tubo c/u 

b !. ' ' . Tu os con crecimiento positivo 
(en caso negativo pase ciego a 

.medio sólido r líqui'to). 

Resiembra a medio sólido 

Clonación III~ - 5 colonias a tubo c/u 

~ 
Tubos con crecimiento positivo 

Distribución tn alícuotas de 0.2 ml 

Liof ilf zaci6n 

congelación 
a - 70°C 
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crecimiento antes de proceder al montaje de las pruebas para 

la identificación. Para este fin fueron reconstituidos seia 

· liofilizados por cepa (tres en cada tubo) sembrandose en medio 

líquido. El crecimicr.to fue evaluado en medio s6lido a las 48, 

72,96,120 y 144 horas de incubación. El mismo procedimiento 

se realizó con intervalos de 6 horas. 

Posteriormente se realizaron pruebas de filtrabilidad 

con membranas Millipore con tarnafio de poro de 0.45.)lltl y se sem­

brarón las muestras en medios sin antibióticos para evaluar u­

na posible fase "L" bacteriana. 

Sirnultáneamente se realizaron las siguientes pruebas 

'bioquímicas: glucosa, arginina, tetrazolio, caseína, pelícúla 

y puntos ("film & spots"), digitonina y fosfatasa, estas fue­

ron realizadas de acuerdo a técnicas estandarizadas (3,18), ce­

pas testigo fueron utilizadas para checar la efectividad de las 

pruebas así como la efectividad de los medios. 

Las cepas testigo fueron donadas por el Instituto de 

Microbiología Médica de la Universidad de Aarhus, Aarhus, Dina­

marca· incluyendose las siguientes: cepa PG 2 Mycoplasma agalac­

~, cepa PG 8 Acholeplasma laidlawii, cepa PG 45 Mycoplasma 

~ (Donetta). 
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La figura No 2 muestra la secuencia de eventos 

realizados. 

Tambien fue necesario evaluar la temperatura 6ptima 

de conservaci6n de cada cepa, esto fue realizado sembrando una 

muestra por cada cepa en medio líquido, a las 48 y 72 horas 

postincubación fue colectada una muestra y expuesta a tres 

condiciones: a) congelaci6n a -70°C b)temperatura ambiente 

e) refrigeraci6n. La afectación ocasionada por los cambios de 

temperatura fue evaluada en base a la presencia de colonias y 

número de las mismas. 

Por último, fue necesa%io resembrar las muestras 

a medios enriquecidos, o sin antibióticos, o con promotores 

de crecimiento descritos en la literatura para favorecer la 

adaptabilidad de las cepas al cultivo en el laboratorio post­

liofilización (2,5,ll,21,22,23,32,35,40,19). 
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FIGURA No 2 

DIAGRAMA DE FLUJO UTILIZADO PARA LA IDENTIFICACION DE 
MICOPLASMAS 

Cepa problema 
(clonada tres veces) ¡ 

Medio líquido 

I 
Microscopio electr6nico para 
evaluar ausencia de pared. 

Filtrabilidad en 0.45¡Um. 

Prueba de digitonina para 
diferenciar deAcholeplasmas. 

Pruebas bioquímicas obligatorias: 
- Glutosa 
- Arginina 

Pruebas bioquímicas adicionales: 
- Fosfatasa 
- " Film & spots" 
- Fermentaci6n de otros azúcares 
- Hidrólisis de esculina 
- Actividad proteolítica 
- Reducci6n de sales de tetra-

zolio. 

Medio s6lido 
.J, 

Colonias en forma 
de huevo estrellado 

Medio ~in antibió­
ticos para descar­
tar fase "L" de 
bacterias. 

Pruebas serol6gicas 
obligatorias: 
- Inhibici6n de crecimien­

to 
- Epifluorescencia indi 

recta sobre colonias. 

,': 
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RESULTADOS 

l.- Observación de frotis directos. 

Frotis tefiidos con técnica de Gram: 

Muestra I 

Muestra II 
Muestra III 

Muestra IV 

Muestra V 

Bacilos delgados y cocos gram nega­
tivos escasos. 
No se observaron bacterias. 
Bacilos delgados gram negativos es­
casos. 
Bacilos delgados y cocos gram nega­
tivos escasos. 
No se observaron bacterias. 

Frotis tefiidos con técnica de Giemsa: 

Muestra I Formas cocoides 
Muestra :n Formas cocoides 
Muestra III Restos celulares y formas sugestivas 

de micoplasmas. 
Muestra IV Restos celulares y formas sugestivas 

de micoplasmas. 
Muestra V Restos celulares y formas sugestivas 

de micoplasmas. 

2.- Aislamiento de ceL)élS. 

2.1.- Cepas bacterianas. 

A las 72 horas de incubaci6n a 37ºC se observaron --

éultivos puros de colonias redondas, grisáceas, mucoides, con -

borde entero ondulado y alfa hem6lisis, con tamafto de 0.3 a 0.5 

cm. con crecimiento abundante, al frotis se observaron cocos 

Gram negativos, con base en estos datos, se realizaron las si-

guientes pruebas bioquímicas: 

cata lasa ( + ) 
Oxidasa ( + ) 
Reducción de nitratos e + ) 
Crecimiento a tempe-
ratura ambiente ( + 
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Crecimiento en Tripticasa 
soya agar 48 horas 
Lactosa 
Maltosa 
Suerosa 
Oxidaci6n/fermentaci6n 
Producción de gas en 
glucosa 

( + ) 
{ - ) 
{ - ) 
{ - ) 
( - ) 

- ) 

Correspondiendo la identificación final a Neisseria 

ovis _(Branhmanella ovis) (13) • 

2.2 Cepas de micoplasma. 

Los resultados de primocultivo, primera, segunda y 

tercera clonación se muestran a continuaci6n: 

2.2.1 Primocultivo. 

Las muestras I y II no mostraron crecimiento de mi-

coplasmas en ninguno de los medios sembrados~ las muestras III, 

rv y V presentaron crecimientos según se expresa en los cuadros 

número 6 y 7 en donde además de los crecimientos, se evalu6 la 

efectividad de los medios según descripci6n anterior. 

2 .2 .2 •• - Primera clonación. 

Los resultados se resumen en el cuadro núnero a. 

2.2.3.- Segunda clonaci6n. 

Los resultados se expresan en el cuadro número 9. 

2.2.4.- Tercera clonaci6n. 



MEDIO 
LIQUIDO 

Bl 

B2 

B3 

B4 

CUAD~O No 6 

EVALUACION DEL CRECIMIENTO DE MICOPIASMAS AL AISIAMIENTO 
PR~RIO EN DIFERENTES MEDIOS DE CULTIVO 

DILUCION MUES'rRA III MUESTRA rv 

-1 
(+2) (+2) l0.-2 

10_3 (+3) l. (+2) 
10_4 (+4) (+2) 
10 (+4) (-7) 

-1 
10_2 (+2) (+2) 
10_3 (+2) (+4) 
10_4 (+3) (-7) 
10 (+4) (-7) 

-l 
(+2) (+3) 10_2 

10_3 (+2) (+3) 
10_4 (+2) (+3) 
10 (-7) (+3) 

10-1 (-7) (-7) -2 
10_3 (-7) (-7) 
10_4 (-7) (-7) 
10 (-7) (-7) 

MUESTRA V 

(-7) 
(-7) 
(-7) 
(-7) 

contaminado 
(+4) 
(-7) 
(-7) 

(+3) 
(-7) 
(-7) 
(-7) 

(-7) 
(-7) 
(-7) 
(-7) 

+ = cambio de pH aparente -i : sin cambio de pH (dígito en el parentesís) : núme-
aparente ro de días necesarios para hacer 

una lectura. 

'w 
1-' 

1 ' 



---
MEDIO 
LIQUIDO 

BS 

B6 

B7 

BB 

CUADRO No 6 ( continuaci6n ) 

EVALUACION DEL CRECIMIEN'.rO DE MICOPLASMAS AL AISLAMIENTO 
PRIMARIO EN DIFERENTES MEDIOS DE CULTIVO 

DILUCION MUESTRA III MUESTRA DI 

lo-1 
(+2) (+4) -2 

10_3 (+2) (+4) 
10_4 (+3) (+4) 
10 (+3) (+4) 

lC-l (+2) (+4) 
10-2 

(+2) (+4) -3 
l0 .• 4 (+3) (+4) 
lo . (-?) (-7) 

10-1 (+3) (+4) 
lo-2 (+3) (+4) -3 
10_4 (+3) (+5) 
10 (+3) (-7) 

10-1 (+2) (+2) 
10-2 

(+3) (+4) -3 
10_4 (+4) (+4) 
10 (-7) (-7) 

+ : cambio de pH - : sin cambio de (dígito en el paréntesis) 

MUESTRA V 

(+4) 
(+4) 
e ... 1> 
(-7) 

("7) 
<~1> 
(-7) 
(-7) 

(-7) 
(-7) 
(-7) 
(-7) 

contaminado 
(+4) 
(-7) 
(-7) 

número <'le días 
aparente ·aparente necesarios para hacer una lectura. 

w 
N 



CUADRO No 7 

EVALUACION DEL CRECIM:t'ENTO DE MICOPLASMAS AL AISLAMIENTO PRIMARIO EN 
DIFERENTES MEDIOS DE CULTIVO 

MEDIO 
SOLIDO EVALUACION DE CLONAS MUESTRA III MUESTRA r:v MUESTRA V 

crecimiento (+) (+) (-) 

Dl 
. Tiempo-días (4) (3) (7) 

Tamai'lo relativo pequeñas pequei'las 
Núrrero relativo 1¡1oderado escaso 

w 
Cree imie;ito (+) (+) (+) w 

B2 Tiempo~días (4) (3) (4) 
Tamaf'io relativo grandes pequef'las pequefias 
Número relativo abundantes abundantes escaso 

Crecimiento (+) (+) (+) 

B3 Tiempo-días (4) (3) (4) 
Tamafio relativo pequef'las pequei'las pequeñas 
Número relativo abundante abundante escaso 

Crecimiento (+) (+) (-) 

B4 Tiempo-días (5) ( 5) (7) 
Tamafio relativo pequei'lo pequei'lo 

. Número relativo escaso escaso 



Bf; 

B6 

B7 

B8 

CUADRO No 7 (cont.) 

EVALUACION DEL CRECIMIENTO DE MICOPIASMA AL AISIAMIENTO PRIMARIO EN 
DIFERENTES MEDIOS DE CULTIVO 

crecimiento (+) (+) (+) 
•r iempo-días (4) (3) (4) 
Taimaño relativo pequeñas pequef'ias pequeñas 
Número relativo abundantes abundantes escaso 

Crecimiento (+) (+) (-) 
Tiempo-días (4) (3) (7) 
Tamaño relativo pequeñas pequefias 
Número relativo abundantes abundantes 

Cree imiento (+) (+) (-) 
Tiempo-días (4) (4) (7) 
Tamaño relativo pequefias pequefias 
Número relativo escaso escaso 

Crecimiento (+) (+) (+) 
Tiempo-días (4) (3) (4) 
Tamaño relativo pequeñas pequeñas pequeñas 
Número relativo abundante abundante escaso 

w 
,¡:. 



'. 

RESULTADOS DE 

~!OS Bl 
MUESTRA · 

III 

IV 

V 

+ 

- : sin cree imiento 
+ : con crecimiento 

EN LA 

B2 

CUADRO No 8 

LOS CRECIMIENTOS OBTENIDOS 
PRIMERA CLONACION 

B3 B4 BS B6 B7 BS 

... + + 

+ + + 
w 
U1 

+ + 



~os 
~TRA 

III 

IV 

V 

- : sin crecimiento 
+ : con crecimiento 

Bl 

CUADRO No 9 

RESULTADOS DE LOS CRECIMIENTOS 
OBTENIDOS EN LA SEGUNDA CLONACION 

B2 B3 B4 DS 

+ 

... 

B6 B7 BB 

+ 

+ 
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Muestra III.- Se obtuvieron crecimientos positivos de los me-

dios B5 y B8, estos fueron distribuídos en alícuotas de 0.2 

m1 para su liofilizaci6n. 

Muestra IV.- Las colonias recuperadas del medio B8, no pre--

sentaron nuevamente crecimiento. Debido a ésto, fué necesario 

recuperar la cepa de los tubos congelados de la segunda clo-

naci6n, sin embargo tampoco fué recuperada, se intent6 con -

1os tubos de la primera clonaci6n con resultados similares. 

Por último fué rescatada.de los tubos del primocultivo, es­
·2 

pecíficamente del tubo B2-10 , ya que otros tubos sembrados 

no dieron resultados. Después fué clonada nuevamente utili-

zando para este fin el medio BB, se hizo el pase tres veces 

consecutivamente. Ya purificado fué subdividido para su lio-

filizaci6n. 

Muestra v.- Esta cepa también tuvo que ser rescatada de los 
-2 

tubos del primocultivo, en este caso fué el medio BS-10 , se 

realizaron las tres clonaciones en el medio B8 hasta obtener 

un crecimiento puro. Pué distribuído en alícuotas para su 

liofilizaci6n. 

3.- Temperatura 6ptima de conservaci6n. 

Se observ6 que las muestras conservadas en conge-

lación a .~ 70 ºC descongeladas 24 horas después, conservaban 
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la viabilidad y número de colonias que el presentado en el 

caldo original, a temperatura de refrigeración, el crecimien­

to era menor que el crecimiento original, y a temperatura am­

biente, las cepas morían en 24 horas no pudiendo desarrollar­

se ningwia colonia. Estos resultados fueron idénticos en la -

muestra r.v y V, muestra III no creció. 

4.- Evaluaci6n de tiempo óptimo de crecimiento. 

Los resultados obtenidos se expresan en los cuadros 

número 10, 11, 12, 13, 14 y 15 • 

. s.- Pruebas bioquímicas. 

Conociendo los datos anteriores, se montaron las -

pruebas bioquímicas necesarias respetando el tiempo 6ptimo de 

crecimiento de cada cepa, s.in embargo de 22 intentos, única-­

mente dos veces fué posible rescatar la muestra IV y V, con -

estos crecimientos fué posible evaluar las pruebas de filtra­

bilidad siendo positiva para ambas cepas, así como la siembra 

de las mismas en medio sin antibi6ticos en los cuales no hubo 

reversi6n bacteriana. 

Estos crecimientos fueron conservados en congelación a - 70°C 

así como mantenidos vivos mediante pases ciegos, sin embargo 

después de varios pases murieron. La muestra III núnca pudo -

ser rescatada. 
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Se pensó que probablemente las cepas requerían de 

medios más enriquecidos como el medio de Friis el cual es uti­

lizado para el cultivo de micoplasmas de orígen porcino, ó 

bien de factores que estimularán su crecimiento como el Tween 

80 6 el Dinucle6tido de adenin nicotinamida (NAD), 6 de medios 

sin antibióticos ya que éstos pueden inhibir el crecimiento de 

algunos micoplasmas, sin embargo a pesar de haber realizado 

todas estas posibilidades sobre las cepas, sólo el medio de 

Friis favoreció su crecimiento aunque a los subcultivos las 

tres cepas murieron (2,S;ll,19,21,22,23,32,35,40). 

Debido a lo anteriormente expuesto, se decidió abrir 

todas las ampolletas liofilizadas aún existentes y sembrarlas 

en un medio líquido de Hayflick, de manera similar a las veces 

anteriores, las cepas crecieron debilmente y a pesar de presen­

tar crecimiento, el número de colonias fué muy escaso (2-4 co­

lonias por caja), se montaron las pruebas can esos tubos creci­

dos sin embargo, ninguna prueba pudo presentar una reacción 

franca por lo que se tuvo que terminar el trabajo. 



CUADRO No lO 

EVALUACION DEL CRECIMIENTO EN CALDO DE IAS TRES CEl?AS DIFERENTES 

MUESTRA 

l 2 

III (a) 

III (b) 

IV (a) 

IV (b) 

·v (a) 

V (bl 

~ : sin cambio aparente de pH 
d dudoso cambio de pH 
+ : cambio ligero da pH 

++ cambio aparente de pH 
+++ i cambio franco de pH 

DI A S 

3 4 

d 

+ + 

DE O B SERVAC I O N 

s 6 7 8 

d + ++ +++ 

d + ++ 

+ ++ ++ ++ 

+ ++ ++ ++ 

9 

+++ 

+++ 
~ 

+++ o 
1 

+++ 



CUADRO No 11 

E\1\:i:,UACION DEL CRECIMIENTO DE MICOPIASMl\S EN MEDIO SOLIDO A 
DE CULTIVOS LIQUIDOS DESPUES DE 48 HORAS DE INCUBACION 

MUESTRA DI AS DE OB SERVAC 

III 

III 

r:v 

IV 

V 

V 

l 2 

(a) 

(b) 

(a) 

(b) + + 

(a) 

(b) 

sin observación de colonias 
+ : desarrollo de colonias 

3 4 s 6 7 

+ + + + + 

+ + + 

PARTIR 

I O N 

8 9 

+ 1' 
.¡:. ..... 
1 

+ + 

+ + 

i 



CUADRO No 12 

EVALUA<m>N DEL CRECIMIENTO DE MICOPIASMAS EN MEDID SOLIDO A PARTIR 
DE CULTIVOS LIQUIDOS DESPUES DE 72 HORAS DE INCUBACION 

MUESTRA D I AS DE OB SERVACION 

III 

III 

IV 

IV 

V 

V 

1 2 

(a) 

(b) 

(a) 

(b) + + 

(a) 

(b) 

- : sin observaci6n de colonias 
+ : desarrollo de colonias 

3 4 5 6 7 

+ + + + + 

+ + + 

8 9 

+ 
·~ 

+ + 

+ + 



CUA.DRO No 13 

EVALUACION DEL CRECIMIENTO D! MICOPIASMAS EN MEMO SOUDO•'A PARTIR 
DB CULTIVOS LIQUIDO& DISPUES DE 96 HORAS DE %NC~CION 

MUESTRA 

1 <O#t'~ 2 

III (a) 

III (b) 

IV (a) 

IV (b) + + 

V (a) 

V (b) 

- : sin observación de colonias 
+ : desarrollo de colonias 

DI AS DE OB SERVAC 

3 4 5 6 7 

+ + + 

+ + + + + 

+ + + + + 

ION 

8 

+ 

+ 

+ 

9 

+ 
·I 

~. 
w 

+ 

+ 



CUADRO No 14 

EVALUACION DEL CRECIMIENTO DE MICOPIASKl\S EN MEDIO SOLIDO A PARTIR 
DE CULTIVOS LIQUIDOS DESPUES DE 120 HORAS DE INCUBACION 

MUESTRA D I AS DE o B s E R 'v A c ION 

III 

III 

IV 

IV 

V 

V 

l 2 

(a) 

(b) 

(a) 

(b) 

(a) 

(b) 

- : sin observaci6n de colonias 
+ : desarrollo de colonias 

3 

·+ 

+ 

4 5 6 7 8 

+ + + + + 

+ + + + + 

+ + + + + 

9 

+ 1 

,¡:.. 
,¡:.. 

+ 

+ 



CUADRO No 15 

EVALUACION DEL CRECIMIENTO DE MICOPLASMAS EN MEDIO SOLIDO A PARTIR 
DE CULTIVOS LIQUIDOS DESPUES DE 144 HORAS DE INCUBACION 

MUESTRA DI AS D E OBSERVAC I O N 

III 

III 

rv 

IV 

V 

V 

l 2 

(a) 

(b) 

(a) 

(b) 

(a) 

(b) 

- : sin observaci6n de colonias 
+ s desarrollo de colonias 

3 

"" 

4 5 6 7 8 

+ + + 

+ + + 

+ + + + + 

9 

+ 1 

.i>o 

"' (JI 

1 

+ 

+ 



- 46 -

DISCUSIÓN 

Las lesiones observadas en los animales jóvenes 

muestreados, son similares a las reportadas por otros autores 

(4,28,34,38,42,43), a pesar de no haber presentado signos de 

conjuntivitis 6 queratoconjuntivitis crónica, se ha reportado 

que los micoplasmas pueden ser aislados a partir de conjunti­

vitis agudas (4,28). 

Aunque las causas etiol6gicas del complejo de Oftal­

mía contagiosa son varias, el trabajo no contempl6 la identi­

ficación de Rickettsia y Chlamydia debido a que se careció de 

los medios y las pruebas para realizar su diagnóstico, no obs­

tante en la búsqueda de otros agentes el aislamiento de 

Neisseria ~ en este trabajo coincide con lo publicado por -

diversos autores (28,41), observándose que su presencia en las 

cinco muestras indica que juega un papel .llnportante en el desa­

rrollo de esta enfermedad no obstante existir datos que indican 

que ésta puede ser obtenida a partir de animales sanos y enfer­

mos (30). 

Los micoplasmas intervienen de manera importante en 

el complejo ya que de las cinco muestras, tres obtuvieron creci­

mientos positivos, lo cual es coincidente con lo reportado por 

otros autores {30). 
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Los hallazgos encontrados en los frotis teñidos con 

Giemsa indícan posiblemente la existencia de micoplasmas en las 

muestras III, rv y V, no obstante que este dato es poco confia­

ble, algunos autores obtuvieron resultados similares en sus 

observaciones en concordancia con sus aislamientos (30). 

Respecto a la efectividad de los medios, fué posible 

observar que todos ellos fueron lo suficientemente ricos para 

favorecer el crecimiento de los micoplasmas testigos, así como 

los mico¡>lasmas aislados,· sin una ventaja apreciable de alguno 

de ellos sobre los dems. 

Respecto a las cepas problema, hubo crecimiento -

aparente en todos los medios en un lapso de 2-4 días tanto en 

el medio líquido con en el sólido a excepción del medio B4 -

(adicionado can suero de ovino) , el cual fué inapropiado para 

el crecimiento de las cepas: este resultado es similar al re­

portado por Spradbrow (41). 

En cuanto a los crecimientos, fu' facilrnente obser­

vable que entre ds diluida se encontraba la·muestra, tás tar­

dado era el crecimiento. 

El desarrollo de las colonias en medio sólido no 
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?ependi6 de los componentes del medio ya que la cantidad y -

tamafto de las colonias estuvieron relacionadas con el número 

de micoplasmas presentes en las muestras como se observó en 

la muestra V: la cual siefii>re presentó escaso crecimiento as! 

como un desarrollo miÍs lento~ no as! en las otras muestras. 

En cuanto a las clonaciones, se puede observar que 

en el primoc:ultivo todos los medios favorecieron los creci­

mientos, no obstante cada paso realizado en la purificaci6n 

de las cepas era demeritorio para su crecimiento: esto se pu­

do observar desde la primer clonaci6n en donde s6lo cinco me­

dios favorecieron el crecimiento a pesar de haber sido suple­

mentados con extxactos de tejidos según sugerencias de algu­

nos autores (25,41). 

Algunos autores han obtenido resultados similares, 

Spradbrow (41) reporta haber crecido primocultivos, sin embar­

go no pudo recuperar las cepas a pesar de haber suplementado 

sus medios con Ugrimas 6 suero de ovino: de igual manera 

otros investigadores (5) tampoco encontraron ventajas al adi­

cionar con factores que favorecieran el crecimiento. Me cauley 

(34) logr6 obtener sólo dos colonias a partir de una muestra, 

sin . embargo el autor supone que esta situaci6n fué debida por 

haber tratado a loa animales con antibi6ticos. 
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Barile (5) encontró que las colonias con bajos pasajes eran 

pequeñas y era necesario adaptarlas a condiciones de laborato­

rio mediante pases ciegos, no obstante reporta haber tenido 

problemas en la adaptación de sus cepas; por otro lado Langford 

(30) piensa que dicho proceso no favorece la recu~raci6n de 

los microorganismos y que es más recomendable aumentar el tiem­

po de incubación. En contraposición Baas {4), a pesar de haber 

incubado durante tres semanas, reporta que algunos cultivos 

nunca se adaptaron al laboratorio; sin embargo algunos autores 

lograron la adaptabilidad de las cepas sin aparente contratiem­

po incluyendo diez pases _para la purificaci6n (30). 

El presente trabajo indica que en el caso de estas 

cepas,. a pesar de haber incubado por tres semanas, 6 habi:r rea­

lizado pases ciegos, ó suplementar los medios, los resultados 

fueron negativos, y puede ser que aún queden otros factores por 

considerar para lograr los crecimientos sin contratiempo; y se 

comprob6 que como menciona Hayflick, el 70 % de la!=> cepas ais­

ladas no pueden ser subcultivadas a pesar de realizar lo reco­

mendado en la literatura (16,37,41). 

Todas estas experiencias pueden deberse a muchas va­

riables fuera de control, pues se asocian directamente al tipo 

de cultivo como puede ser la adaptabilidad propia de la cepa, 
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pases ciegos que pueden favorecer posibles mutantes u otros 

cambios en el genoma (18}, un medio no suficientemente rico 

(31), trabajar con cepas en fase de crecimiento decreciente, 

ya que se ha observado que cepas no transferidas a un medio 

fresco al segundo o tercer día de incubación pierden viabili­

dad e incluso mueren (1). 

otros autores reportan que los microorganismos cultiva­

dos en medios líquidos no soportan más de dos pases posteriores 

a la deSCClllgelaci6n (34, 41). 

A pesar de que las tres cepas pudieron purificarse, és­

to afectó drásticamente su viabilidad, sin embargo fué necesa­

-ri.O CCJDservarlas en liofilización, no obstante de conocer que 

este proceso deteriora en un 90% la recuperación del crecimien­

to preexistente ántes del proceso (1). Sin embargo a pesar de 

esta situación, fue posible crecer las cepas, s6lo que éstas se 

cc:111portaban inconstantes respecto a su crecimiento, no así las 

cepas testigo utilizadas las cuales ya se encontraban adaptadas 

a las condiciones de laboratorio. 

concluyendo se puede afirmar que la Oftalmía puede ser 

ocaionada por micoplasmas y otros microorganismos ( Neisseria 

.!!!!.! ), siendo este problema detectado en México según demues­

tra el presente trabajo. La prueba de filtrabilidad realizada, 
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así como la ausencia de reversión bacteriana son datos que 

apoyan que las cepas aisladas en este trabajo pertenecían a 

la clase Mollicutes, sin poder afirmarse que estas cepas per­

tenecen al género Acholeplasma o Mycoplasma. Todo esto indíca 

que es necesario estudiar aún más sobre el cultivo de los mico­

plasmas así corno técnicas nuevas y menos laboriosas que puedan 

facilitar el diagn6stico e identificaci6n de los mismos. 

Es necesari.o seguir instrwnentando estos aspectos de 

diagnóstico, ya que sin el aislamiento del microorganismo, no 

es posible realizar pruebas de laboratorio que arrojen datos 

sobre la incidencia y prevalencia de ésta enfermedad en una 

determinada regi6n, que en algún momento dado son datos impor­

tantes para llevar a cabo un buen programa de control. 
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