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RESUMEN 

MÉNDEZ OLVERA ESTELA TERESITA. El uso de la lactato deshldrogenasa como Indicador de 

dai\o celular in vitro causado por Mycop/asma bovis, Mycoplasma canadense y Mycoplasma spp. 

proteolitico en cultivo celular primario de glándula mamaria. (Bajo la dirección de: M en c. Rosa 

Elena Miranda Morales. Dr. Francisco Suárez Güemes y el Dr. Francisco Trigo Tavera). 

Se resalta la importancia de la Maslltls Bovina como una de las enfemledades més comunes y 

costosas que padece el ganado bovino productor de leche, en especial, se hace referencia a la 

mastilis causada por micopiasmas. En este estudió, se evaluó el posible dai\o in vitro ocasionado 

por Mycop/asma bovis, Mycoplasma canadense y Mycoplasma spp. proteolitico, en células 

epiteliales de glándula mamaria de bovino. Se establecieron cultivos celulares primarios, donde se 

determinó por medio de la enzima Lactato Deshidrogenasa ( LDH ). el dai\o celular producido por 

el patógeno. 

Los resultados demostraron que debido a la cantidad de LHD liberada, Mycop/asma spp. 

proteolitico causó mayor alteración en las células epiteliales de glándula mamaria de bovino, a 

comparación de Mycop/asma bovis, Mycoplasma canadense, Staphy/ococcus aureus y 

Escherichia coli. Se considera a Mycoplasma spp. proteolilico, como una especie con mayor 

capacidad patogénica. 
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INTRODUCCIÓN 

La mastitls sigue siendo una de las enfermedades más comunes y costosas que padece el ganado 

bovino especializado en la producción de leche. La mastitls bovina causada por mlcoplasmas ha 

adquirido mayor importancia debido a las pérdidas atribuidas al costo empleado en diagnóstico, 

tratamiento, desecho de animales enfermos, eliminación de leche contaminada, y gastos por 

concepto de reemplazos <1
· 

2 31 

Los micoplasmas son organismos procariotes de la clase Mollicutes y de la familia 

Micoplasmataceae que carecen de muchas capacidades normalmente expresadas por otras 

bacterias. La diferencia más notable es la ausencia de pared celular, sin la cual quedan 

únicamente rodeados por una membrana trilaminar, lo que da lugar a la caracterislica morfológica 

colonial de "huevo frito" en medio sólido; además la falta de proteínas asociadas a la pared 

celular los hace resistentes contra los antibióticos que actúan a este nivel . Tienen un tamailo 

pequeilo de aproximadamente 300 nm., logrando pasar por filtros bacteriológicos de 450 nm. 

hasta 220 nm. Tienen genomas pequeilos con bajos contenidos de guanina y cltosina {23-40%). 

Como consecuencia de su limitado potencial genético necesitan de una intima asociación con la 

superficie celular del huésped para poder satisfacer sus requerimientos nutricionales 14
· 

5
· 

6
· 

7
· 

81
. 

Los miembros del género Mycop/asma obtienen su energía a través de diferentes vías, siendo que 

existen micoplasmas glucoliticos o fermentadores de la glucosa por ejemplo, Mycop/asma 

mycoides subsp. mycoides PG1, que utiliza la glucosa o algún otro carbohidrato en el ciclo de la 

glucólisis para formar lactato y piruvato. Por otro lado, existen mlcoplasmas que ocupan como 

única fuente de energía a la arginlna por ejemplo, Mycoplasma canadense • que metaboliza la 

arginina por medio de un sistema de tres enzimas para formar amoniaco, dióxido de carbono y 

adenosín trifosfato (ATP). Por último, se encuentran los micoplasmas que ocupan tanto la glucosa 

como la arginina por ejemplo, Mycop/asma bovis, el cual es capaz de oxidar el lactato, el 

piruvato, o ambos, para formar acetato y dióxido de carbono <•· •. •. 101 Todas estas reacciones se 

ven principalmente involucradas en las vias de Embden-Meyerhoff-Pamas {EMP) y 

Hexosamonofosfato {HMP) 111
· 

121 



Existen 18 especies de micoplasmas en bovinos, 10 de ellas se consideran patógenas y se les 

asocia con problemas de mastitis bovina como son: Mycop/asma bovis, Mycop/asma califomicum, 

Mycoplasma alkalescens, Mycoplasma canadense, Mycop/asma bovigenitalum, Mycoplasma 

bovirh/nis, Mycop/asma arginini 12
· •. 

13
> Mycoplasma myco/des subsp. mycoides PG1, 

Mycoplasma sp. F38 y Mycop/asma spp. proteolltico. Este último se cqnsidera como una nueva 

especie del género Mycoplasma <
14

> La mastitls causada por micoplasmas se caracteriza por un 

descenso brusco en la producción láctea, una tumefacción notable de la glándula mamarla, la 

secreción láctea es pardusca, con grumos abundantes y un sedimento oscuro. La mayorla de los 

micoplasmas producen daño en la glándula mamaria a nivel del epitelio de los conductos 

colectores, el cual consiste en dos placas de células (una de ellas con forma hexagonal y provista 

de microvellosidades y la otra con forma redonda y desprovista de microvellosidades). que se 

extienden desde el orificio del pezón hasta el tejido alveolar. donde los alvéolos y los conductos 

colectores forman una sola placa de células epiteliales en donde generalmente se produce fibrosis 

(2. 4 5 15) 

Para poder estudiar la interacción del micoplasma con las células de la glándula mamaria bovina 

es necesario utilizar modelos in vitro como el cultivo celular primario o de linea . Un cultivo celular 

primario se prepara Inicialmente a partir de tejidos directamente obtenidos de los animales • estos 

muestran una capacidad limitada de crecimiento in vitre. a lo sumo 5 ó 10 divisiones: mientras que 

las lineas celulares continuas pueden propagarse in vitro indefinidamente mediante el subcultivo a 

intervalos regulares 15 161 
• 

El trabajar con cultivos primarios tiene desventajas ya que pueden presentarse problemas de 

contaminación con bacterias, hongos y virus ••> Dentro del grupo de bacterias que contaminan los 

cultivos celulares, alterando a las células, se encuentra el género Mycoplasma: M. orate (37.4 %). 

M. arginini (21.4%), M. hyorhinis (1!;;.9%), Acholep/asma /aidlawii (8.5%). M. hominis (6.1%), M. 

fermentans (0.4%) 111
· 'º'. y en menor proporción la presencia de M. salivarium. M. pneumon/ae y 

M. gal/isepticum 119 1 por ello es necesario el uso de antibióticos para inhibir la contaminación que 

pudiese estar presente en el cultivo celular primario"°' . 

"" '· 
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Para la detennlnaclón de la muerte o daño celular provocado por algún patógeno, existen varias 

pruebas entre ellas tenemos a las que ocupan Unciones vitales como el azul de tripan, bromuro de 

etidio y eosina Y, en donde las células viables son discriminadas de las muertas por un diferencial 

de tonalidad; este método es un tanto complicado ya que es limitado el número de muestras que 

se pueden procesar al mismo tiempo y no Identifica a las células llsadas. Por otro lado tenemos el 

uso de isótopos radioactivos como el [51 Cr], [3H]-tlmldida, [70Se)-metionina y el marcaje con 

Unciones fluorescentes como blcarboxietil-carboxifluoresceina (BCECF), que presentan varias 

desventajas como son el manejo de elementos radioactivos, su alto costo y la necesidad de 

personal calificado. Por último, está el uso de enzimas cltoplasmáticas liberadas de las células 

dañadas; entre ellas están las fosfatasas, transaminasas, hldrolasas y las oxidoreductasas, en este 

último grupo se encuentra la lactato deshidrogenasa, que es una de las enzimas más estables 121 

22 :23) 

La lactato deshldrogenasa (LDH) es una enzima citoplasmática presente en la mayoría de las 

células eucariotas y procariotas, la cual es liberada inmediatamente después de que existe lisis o 

daño a nivel de membrana celular <
24

· 
25

· 
26

· 27>. La LDH se considera una enzima oligomérica 

formada por la unión de una molécula de adenina, dos de ri!>osa, dos de ácido fosfórico y una de 

nicotinamlda "ª' pertenece al grupo de las desmolasas y al subgrupo de las deshidrogenasas 127 

29
' Mediante estudios de separación electroforéticos con gel de almidón se han encontrado cinco 

isoenzimas de la LDH que catalizan a la misma reacción, pero difieren en su estructura molecular 

ya que son controladas por diferentes genes y son órgano - específicas <
30

> presentando la 

siguiente composición: LDH-1 "(HHHH; H4) predomina en corazón, eritrocitos, cerebro y rillón, 

LDH-2 (HHHM; H3M) en rillón, bazo, páncreas y corazón. LDH-3 (HHMM; H2M2) en leucocitos, 

adrenales y tiroides, LDH-4 (HMMM; HM3) en hígado, músculo esquelético y riilón, por último 

LDH-S(MMMM; M4) en músculo esquelético e hígado 1'"· 2
'-

30
• 

3
'-

3
" 

"" H • corazón y M • músculo, asignaciones dadas por Kap&an NO, etal. 1960. 
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La LDH es una enzima que cataliza de manera reversible en el ciclo de la glucólisls la reducción 

del dlnucleótldo de adenina (NAO) a dlnucleótido de adenina reducido (NADH) en la conversión de 

lactato a piruvato en la etapa terminal de la via de Embden-Meyerhotf-Pamas 128• 33> 

Por lo expresado anteriormente y para contribuir al estudio de patogenicidad de Mycoplasma spp. 

proteolitico. se realizaron estudios de daño celular en cultivos celulares primarios de glándula 

mamarla de bovino, ulllizando como Indicador del daño a la LDH. · 
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HIPOTESIS 

Mycop/asma spp. proteolítlco causa alteración en células epiteliales de un cultivo celular primario 

de glándula mamaria de bovino, lo que origina liberación de LDH. 

OBJETIVO GENERAL 

Determinar el daño celular in vitro causado por Mycopfasma spp. proteolitico. Mycoplasma bovls y 

Mycop/asma canadense en cultivo primario de células epiteliales de glándula mamaria de bovino, 

por medio de la cuantificación de LDH. 

OBJETIVOS ESPECIFICO$ 

1. Establecimiento de un cultivo celular primario a partir del epitelio de glándula mamaria de 

bovino. 

2. Infección del cultivo celular primario con M. spp. proteolítico, M. bovis, M. canadense y cepas 

de Escherichia co/i y Staphy/ococcus aureus, todas ellas en su fase logaritmica de crecimiento. 

3. Cuantificación y cálculo de la liberación de LDH por medio del paquete comercial: Cytotoxicity 

Deteclion Kit (LDH). A 

'Cytotoxlc~y Detection Kit ILDHJ. C•I No. 1644793, L•b. BOEHRINGER MANNHEIM. 
i 
1 
j 
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MATERIAL Y MÉTODOS 

MICROORGANISMOS DE ESTUDIO 

Mycop/asma bovis y Mycop/asma canadense (cepas productoras de mastitis bovina, donadas por 

la Universidad de Aahrus, Dinamarca). Mycoplasma spp. proteolltlco (cepa aislada de leches 

mamitosas en un hato lechero de Tizayuca, Hidalgo y trabajadas en el departamento de 

Microbiologla e Inmunología de la FMVZ. UNAM) <
14

> Todas estas cepas se hicieron crecer en 

medio liquido Hayflick (Apéndice 1) Como cepas controles se utilizaron a Escherichia co/i y 

Staphy/ococcus aureus (cepas aisladas de casos cllnicos de donadas por el Departamento de 

Microbiología e lnmunologla de la FMVZ, UNAM) las cuales se mantuvieron en medios sólidos de 

cultivo Mac Conkey y ISA respectivamente para su crecimiento. 

CURVA DE CRECIMIENTO DE LOS MICROORGANISMOS 

Para la curva de crecimiento de los micoplasmas se ocuparon 12 tubos conteniendo 1.8 mi de 

medio Hayflick sin rojo de fenol +O. 2 mi de micoplasma (t!tulo de 1 x 10 6 micoplasmas I mi). los 

tubos se incubaron a 37 C y 90% de humedad A por 12 hrs. En el espectrofotómetro se efectuaron 

las lecturas cada hora por 24 hrs. de crecimiento. Para las cepas de E. co/i y S. aureus se realizó 

el mismo procedimiento, en caldo infusión cerebro corazón como medio de cultivo . 

CULTIVO CELULAR PRIMARIO 

Se colectaron glándulas mamarias de bovinos sacrificados en el rastro de Tlalnepantla. Edo. de 

México. y se transportaron al Laboratorio de Microbiologla de la FMVZ, UNAM, donde se 

procesaron de acuerdo a la técnica propuesta por Sastrowidjojo S. y Frost A. •• 5
> Al mismo tiempo 

se les tomó una muestra bacteriológicJ, la cual fue sembrada en Agar Hayflick para descartar la 

presencia de micoplasmas y en Agar Sangre para detenninar otros microorganismos presentes. 

Cuando se observó un desarrollo moderado o abundante, se desecharon las células epiteliales de 

"Forma Scientific C03 lncubator, Model 3028. 
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la glándula mamaria trabajadas hasta ese momento, si por el contrario no se observaba desarrollo 

alguno o este era escaso, se continuaba con el procesamiento. 

Las células que fueron obtenidas se contaron en un hemocitómetro, usando el Azul de Tripan para 

establecer el número de células viables, hasta que se obtuvo una suspensión de 2 x 1 O 6 cel/ml. 

Posteriormente se reconstituyó la suspensión de células en medio HEPES 19g A (Apéndice 2), y se 

cultivó en microplacas de 96 pozos". cada pozo contenia 150 µI del medio HEPES 199 y 50 µI de 

la suspensión de células. Las microplacas se sellaron perfectamente y se metieron a incubar e a 

37 C con una atmósfera del 10% de CO 2 por 7 días para obtener una monocapa. 

INFECCIÓN DEL CULTIVO CELULAR 

Una vez que se obtuvo la monocapa. se eliminó el sobrenadante del cultivo celular, dejando 

únicamente a las células adheridas, inmediatamente después se lavó cada pozo de células con 

solución amortiguadora de fosfatos (PBS) (Apéndice 3) para eliminar posibles detritus celulares. 

Posteriormente se preparó el inoculo infectante con las cepas de M. bovis, M. canadense y 

Mycoplasma spp. proteolitico, ajustadas a su fase logarítmica de crecimiento con un título de 

1 x 1 O 6 mico plasmas/mi de PBS. Las cepas de S. aureus y E. co/i (controles positivos) se 

ajustaron de igual manera a su fase logarítmica crecimiento y se estandarizaron con el 0.5 del 

Nelelómetro de McFarland; el PBS se manejo como control negativo. ya que no interfirió en la 

liberación de LDH. Además de los controles establecidos, el "kit" necesitaba un control bajo, el 

cual provee información de la LDH liberada de las células no tratadas, es decir, PBS + células; y 

un control alto, que provee información de la máxima liberación de LDH en las células, es decir, 

Triton X·100A al 2 % + células. 

La infección de las células adheridas so realizó por triplicado poniendo en cada pozo 100 µI de: M. 

bovis, M. canadense. M. spp proteolitico (cepas problema), S. aureus y E. coli (controles 

positivos), PBS ( ontrol bajo) y Triton X· 100 (control alto). 

" Medium 199 HEPES Modification. Cat No. M-2520, SIGMA. 

8 TC Microwell 96 F. SIW/LIO. Cat No 037572. NUNCLON 
e Thermolyne Compacl C02 Series 5000. 



La mlcroplaca se Incubó a 37 C, 5% C02 y 90% de humedad A por 2, 6, 9, 15, 18, 22 y 24 hrs. En 

cada tiempo de infección de manera aséptica se tomó el sobrenadante y se transfirió a una nueva 

microplaca para poder determinar la acción de la LDH liberada, debido al daño causado por los 

microorganismos. 

De la microplaca donde se efectuó la infección se desprendieron las células adheridas para 

verificar que efectivamente el daño había sido producido por los micoplasmas, esto se pudo 

comprobar sembrando las células desprendidas en Agar Hayfllck a 37 c en microaerobiosls, 

donde se observaron colonias con la forma caracterlstlca de "huevo frito•. 

PREPARACIÓN PE LAS SOLUCIONES DEL "KIT" 

• Solución O: Catalizador (Mezcla estable de Diaforasa I NAO'). 

Se reconstituyo el liofilizado en 1 mi de agua destilada estéril y se mezcló por 10 minutos. 

La solución reconstituida permanece estable a 4 C. 

Solución 8: Tlnción (contiene yoduro de tetrazolio clorado (INn y lactato de sodio). 

La solución se dejo descongelar a temperatura ambiente. La tinción INT puede permanecer 

estable por varias semanas a 4 C. 

Mezcla Reactiva para 100 pruebas: 

Se usaron 250 µI de la solución o + 11.25 mi de la solución 8. Se mezcló peñectamente antes de 

usarse. 

DETERMINACIÓN Y CUANTIFICACIÓN DE LDH 

Para poder determinar la actividad de LDH, se añadieron 100 µI de la mezcla reactiva a cada pozo 

que contenía los sobrenadantes y de igual manera al control negativo, que se agregó en esta 

microplaca para después incubarse a temperatura ambiente por 30 minutos protegido de la luz. 

Durante esos 30 minutos las reacciones enzimélicas se llevaron a cabo (Fig. 1). 

• Trtton X-100. Cal No. 83892122-SO, Lob BOEHRINGER MANNHEIM 



IO 

El mismo procedimiento se realizó con: M. bovis, M. canadense, M. spp proteolftlco, S. aureus y 

E. coli, para descartar la presencia de LDH 1281
• 

El incremento de la enzima se correlaciona directamente con la cantidad de formazan formado y 

al número de células dalladas durante ese tiempo. Por ser un ensayo colorimétrico, se ocupó un 

lector de ELISA" a una longitud de onda de 490-492 nm. con una longitud de onda de referencia 

de 600nm para la obtención de los datos expresados en densidad óptica. 

ANALISIS ESTAOISTICO 

Se elaboró un Modelo de Bloques aleatorio utilizando a las diferentes glándulas mamarias como 

bloques, donde se incluyó el efecto de la cepa, hora, y ta interacción cepa/hora. El modelo se 

analizó por el Modelo de Cuadrados Mínimos con el programa SAS" (Stadistical Analysis System) 

en su procedimiento GLM (General Linear Models Procedure). Se obtuvieron las medias minlmas 

cuadráticas para evidenciar las diferencias entre ellas por el método de separación de medias de 

Tukey <J•). 

A Forma Sclentific C02 lncubator, Modet 3028. 

8 M1croplate Reader. Model 3550. 810-RAO. 



11 

RESULTADOS 

DETERMINACIÓN Y CUANTIFICACIÓN DE LDH 

Se determinó la cantidad de LDH que pudiesen liberar los microorganismos por si solos sin la 

interacción con las células. para ver si exislia Interferencia, pero la liberación de LDH fue parecida 

al control negativo. 

En el presente trabajo se demostró que de los mlcoplasmas utilizados en la Infección. Mycoplasma 

spp. proteolítico sobrepasa el daño producido por M. bovis y por Mycop/asma canadense (Fig.2). 

Los resultados del comportamiento de las cepas de Mycoplasma en comparación con las cepas 

Staphylococcus aureus y Escherichia co/i se dividieron en dos grupos (Flg.3), siendo de esta 

manera que Mycoplasma bovis y Mycop/asma canadense se comportaron similarmente a E. coli, 

mientras que Mycop/asma spp. proteolitico se alejó claramente de éste grupo, situándose con un 

patrón semejante a S. aureus. en cuanto a liberación de LDH se refiere. La evaluación de este 

comportamiento se presenta en el Cuadro 1. De esta manera se pudo confirmar que realmente 

existen diferencias significativas (P < 0.05) entre Mycop/asma spp. proteolilico y los controles. 

pero lo más importante fue que Mycop/asma spp. proteolltico no comparte analogía alguna con las 

cepas de M. bovis y M. canadense lo que la convierte en una posible nueva cepa más agresiva en 

problemas de mastitis bovina. 

Como el cultivo celular se infectó a diferentes horas, se determinó la relación entre la cepa y hora 

de infección, para ello se utilizó un modelo de bloques aleatorio, ya que las glándulas mamarias no 

fueron las mismas en cada ensayo (Cuadro 2) . Aunque no se observó una diferencia significativa 

en el efecto hora, y cepa x hora, se pudo apreciar que en general el daño se empezó a producir a 

partir de las dos primeras horas de infección y el pico máximo se dio entre las 15 y las 18 hrs. 
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DISCUSIÓN 

Durante los últimos 1 O ai\os ha cambiado el papel que desempei\a Mycop/asma en problemas de 

mastitis bovina, antes se le consideraba como un patógeno raro, pero hoy en dia ha adquirido 

mayor Importancia debido a que cada vez son más los hatos lecheros Involucrados con este 

microorganismo 1351
• Un ejemplo de ello es la Cuenca de Tizayuca, Hidalgo, de donde se obtuvo el 

aislamiento de Mycop/asma spp. proteolitlco 112
· 

141
, el cual se comportó en varios estudios 

realizados como una posible nueva especie del género Mycop/asma 136 371 . De esta manera surgió 

el interés de determinar si Mycop/asma spp. proteolitlco producia el mismo dai\o que Mycoplasma 

bovis y Mycoplasma canadense a nivel de glándula mamaria. 

Las bacterias que causan Mastitis Bovina se adhieren a las células epiteliales de la glándula 

mamaria, jugando un papel muy importante en la patogénesis 138
· 

391
• La relación biológica entre los 

micoplasmas y la célula eucariota ha sido estudiada por varios investigadores 140
· •

1
· •

2
· 

431
, en donde 

se habla de los factores de virulencia y mecanismos de patogenicidad. Estos eventos pueden 

incluir adherencia a las células del huésped, la elaboración de productos metabólicos, o ambos; y 

que pueden llegar a dai\ar o interferir el metabolismo del huésped. Ejemplo de estos mecanismos: 

toxinas, proteinas de membrana, cápsulas, vellosidades y proyecciones de la superficie 1 42
· 

43
· 

44 1• 

M. bovis produce una toxina ( polisacárido compuesto de glucosa, glucosamina o galactosamina ) 

que es responsable de los problemas inflamatorios en la mastitis bovina < 
45 1 • De igual manera S. 

aureus y E. coli producen toxinas (hemolisinas y endotoxinas, respectivamente} Involucradas en 

la enfermedad 135 461
. Tanto de Mycop/asma canadense como de Mycop/asma spp. proteolitico se 

desconocen los mecanismos de virulencia que pudiesen estar presentes, pero lo que si es claro es 

que ambos produjeron liberación de LDH, lo que indicó una alteración in vitro de las células 

epiteliales de la glándula mamaria. 



Existen referencias donde se Informa que el daño producido tanto por S. aureus como por E. col/ 

depende del tipo de células epiteliales de la glándula mamarla, esto se aprecia mejor en aquellas 

obtenidas de los duetos colectores 138
·
391

, por ello, para este trabajo se utilizaron ese particular tipo 

de células. 

Existen varias técnicas para determinar la integridad celular 12
'· 

22
· 

47
• 

48
· 

491 pero se decidió el uso de 

la detección de LDH, como una alternativa a las otras técnicas que presentan diversas 

desventajas (manejo de elementos radioactivos, alto costo. baja sensibilidad, daño mecánico de la 

membrana celular y la necesidad de personal calificado) 126 49 50
· 

51 1. Por otro lado existen infonmes 

cientlficos médicos de la importancia de ésta enzima a nivel clínico, cuya actividad se Incrementa 

en vanos estadios patológicos cardiacos (daño del miocardio) • pulmonares (enfisema pulmonar) . 

hepáticos (cirrosis hepática) , renales (daño renal) y musculares (hipoxla). El incremento de la 

enzima se debe al daño tisular o a la proliferación de tejido neoplásico. Muchas veces las 

isoenzimas ayudan a localizar el órgano dañado: siendo de esta manera que la actividad de la 

LDH puede ser útil en el diagnóstico de la enfenmedad 127 31 531 
• 

Se observó que las células epiteliales de la glándula mamaria al ser Infectadas con las cepas de 

Mycop/asma, Staphytococcus aureus y Escherichia coli liberaron LDH, de tal manera que funcionó 

como un parámetro disponible en la estimación del estado fisiológico de la célula. 

Por otra parte en el presente trabajo se pudo determinar que no existe relación alguna entre las 

diferentes cepas de Mycop/asma, debido a la cantidad de LDH liberada. 

Las únicas cepas que mostraron diferencias significativas fueron Mycoplasma spp. proteolitico y 

Staphy/ococcus aureus, lo que respalda la hipótesis de considerar a Mycop/asma spp. proteolltico 

como una cepa diferente 1" 1 y a la vez más agresiva que las demás, siendo que Mycop/asma bovis 

es mundialmente reconocido por causar mayor daño a nivel de glándula mamarla. En cuanto a las 

diferentes horas de infección, se observó que la liberación de LDH en general se pudo cuantificar 

desde las dos primeras horas de infección, y entre las 15-18 hrs. se observó un Incremento 

notable, lo que indicó que la alteración de las células fue mayor en ese lapso. 



14 

Con respecto a E. coli. existen datos que indican que después de 2 hrs posinfección se observan 

cambios en las células de la glándula mamaria <54
J y que el dallo máximo se produce entre las 15-

1 B horas de infección 1551
• Por otra parte se ha visto que los mlcoplasmas tienen un tropismo muy 

marcado por la membrana plasmática del huésped 158
· 

571
, y una vez alll pueden entrar al espacio 

intracelular, localizándose en el citoplasma o en reglones perinucleares después de 1 • 2 hrs hasta 

7 dlas posinfección 142 521, lo que se reafirma con los resultados obtenidos 

Con base en lo anterior se puede considerar a Mycoplasma spp. proteolltico como una especie 

con mayor potencial patógeno que Mycoplasma bovis y Mycoplasma canadense en la producción 

de mastitis bovina. 

En Medicina Veterinaria hay muy pocos trabajos con respecto al uso de la LDH 158
· 

59
· 
60 611

, y no se 

le ha dado tanta importancia como en Medicina Humana, pero a través de esta investigación se 

pudo confirmar que la LDH es una prueba sensible, rápida, económica y cuantitativa 131
· 

501 
• Por lo 

tanto con este trabajo se sugiere la determinación de la LDH como una herramienta en el estudio 

de la patogenicidad bacteriana. 
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CONCLUSIONES 

Se puede concluir que: 

1. La medición de la liberación de LDH en el cultivo celular primario de células epiteliales de 

glándula mamarla fue exitoso, ya que pennitló detenninar el dafto o lisis celular. 

2. Mycop/asma spp. proteolitico, Mycop/asma bovis, y Mycop/asma canadense fueron capaces de 

producir daño en la membrana de las células epiteliales del cultivo celular primario de glándula 

mamaria. 

3. Mycoplasma spp. proteolillco demostró producir mayor dafto a comparación de las otras dos 

cepas de micoplasmas, considerándose como una especie con mayor capacidad patogénlca. 

1 
1 
1 
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APÉNDICE1 

PREPARACIÓN DE MEDIO LIQUIDO HAYFLICK. 

Sustancia Cantidad 

• PPLO Broth A 1.89 g 

Agua Destilada 90 mi 

Esterilizar en autoclave a 121 C, 15 libras de presión por 15 minutos. Se deja enfriar y adicionar 

asépticamente: 

• OlSolución de acetato de talio 8 

• WSoluclón de rojo de fenol e 

• (1)$olución de glucosa al 10% 0 

• cosuero equino 

• mExtracto de levadura 

• (!)Penicilina G sódicae 

0) Esterilizado por filtración 0.22 µm ( millipore ). 

é~' Esterilizado en autoclave. 

,., Bacto PPLO Broth, Laboratorio OIFCO. 
8 Acetato de Talio, Laboratorios SIGMA. 
e Rojo de Fenal, Laboratorios MERCK. 
0 Glucosa ( Saeto dextrose), laboratorios OIFCO. 
E Penicilina G Sódica ( Penprocilina de 800000 UI ), Laboratorios LAKESIOE. 

0.25 

0.25 

20 

10 

mi 

mi 

mi 

mi 

mi 

mi 

TESIS CON 
FALLA DE ORIGEN 
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APÉNDICE2 

PREPARACIÓN DEL MEDIO HEPES-199. 

Sustancia 

Agua Destilada 

Medio 199-HEPES A 

Bicarbonato de Sodio ( 1 O g en 1 00 mi ) 

Gentamiclna ( 5 mg / mi ) 0 

Penicilina ( 100000 UI / mi ) e 

Suero Fetal Bovino al 1 O % lnactlvado 0 

Esterilizar por filtración 0.22 µm ( milllpore ). 

"'Medium 199 HEPES Modiflcabon. Cal. No. M-2520, Laboratorios SIGMA. 
8 Genlamlcina ( Gentocin cm Lite, 100 mi ), Labofatoóoa SCHERING-PLOlJGH. 
e Penicilina G Sódica ( Penprocllina 800000 UI ), Labonitorioa LAKESIOE. 
0 Newbom Calf Serum. Cal. No. N-4673, Laboratorkts SIGMA . 

Cantidad 

1000 mi 

15.06 g 

0.5 mi 

0.5 mi 

10 mi 

70 mi 
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APÉNDICE3 

PREPARACIÓN DE SOLUCIÓN AMORTIGUADORA DE FOSFATOS. ( PBS pH 7.2) 

Sustancia 

Agua Destilada 

Cloruro de sodio NaCI A 

Fosfato de sodio dibáslco anhidro Na2HPO, 6 

Fosfato de sodio monobásico. cristales NaH2P04c 

Cantidad 

1000 mi 

8.5 g 

1.1 g 

0.32 g 

• · Si el Fosfato de sodio monobásico • cristales NaH2PO, tiene una molécula de agua 

NaH2PO.H20 se deberá agregar 0.36 g. 

La solución se esterilizó en auloclave . 

"'Cloruro de Sodio, Laboratorios Baker. 
1 Fosfato de Sodio Oibislco Anhidro, Laboratork)s Baker. 
e Fosfato de Sodio Monobaslco .. Cr1stalea, Laboratorloa Baker. 
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Flg. 1:En el paso 1, la LOH liberada reduce el NAO• a NADH + H• por la oxidación del lactato• piruvato. En el aegundo paao se 
transfieren dos hidrógenos del NAOH + Hº a la sal de letrazollo por medio de un catalizador. 
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Flg. 2: Muestra las diferencias que existen entre las cepas problema y las horas de Infección. Mycoplasme 
spp. proteolltico produjo mayor liberación de LDH a comparación con Mycoplasme bovis y Mycoplasme 
canadense. En general el máximo dano producido se detectó de las 15 a las 16 hrs de infección. 
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Flg. 3: Muestra el comportamiento de las cepas de Mycoplasma con respecto a los controles positivos 
(S. aureus y E. coh), control alto (dano de las células con Triton X-100) y el control bajo (PBS), notilndose 
una vez más que Mycoplasma spp. proteorrtico causó dano. pero esta vez mayor que los controles positivos. 
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CUADROS 

CUADRO 1: Medias Minlmo Cuadráticas por Cepas. 

CUADRO 2: Modelo de Bloques Aleatorios. 

CepaxHora 0.17 0.8195 

Cuadro 2: Mueatra que tanto la variable hora como cepa x hora no obtuv~ron valorea significativo•, 
aln embargo Ja variable cepa •I obtuvo valorea algnlflcativos, lo que demueatra una vu mú que 
exl•ten diferencia& entre cepas. 

TESIS CON 
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