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Resumen

RESUMEN

ROJAS TREJO VERONICA. Aislamiento, tipificacion bioquimica y molecular
de cepas de Mycoplasma bovis aisladas de leche de bovino procedente de tanque
de almacenamiento. Bajo la direccion de: Dra. Rosa Elena Miranda Morales y Dr.
Francisco J Trigo Tavera.

La mastitis en el ganado bovino es una de las principales causas en
pérdidas econémicas a nivel mundial, el control de los microorganismos asociados
a este problema sigue siendo parte fundamental de estudios para realizar un
diagnéstico eficaz y tener un control de la mastitis bovina. El muestreo en tanques
de almacenamiento facilita el monitoreo a nivel de hato en cuanto a patdgenos
involucrados a la mastitis bovina y permitirda mejorar el perfil sanitario del hato.
Mycoplasma bovis es un microorganismo asociado a mastitis aguda y cronica
reincidente con alta diseminacion, también se considera como patdégeno
involucrado a problemas respiratorios, infertilidad, artritis, abortos orquitis y
conjuntivitis. Es importante mencionar Mycoplasma spp, Staphylococcus aureus, y
Streptococcus agalactiae estan considerados como microorganismos c?ntagiosos
y patégenos primarios causantes de mastitis bovina. Con el fin establecer la
presencia de Mycoplasma bovis en leche de tanque de almacenamiento de hatos
ubicados en el Estado de Hidalgo, se analizaron 224 muestras provenientes de
112 tanques, de los cuales se realié:aron dos muestreos con un intervalo de 15
dias. Cada muestra fue procesada para su aislamiento e identificacion bioquimica
y molecular por la técnica de la PCR (Reacciéon en Cadena de la Polimerasa).

Para el aislamiento se utiliz6 el medio de Hayflick y los aislados fueron
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identificados bioguimicamente siguiendo las recomendaciones del 10OM.
(Organization of Mycoplasmology), la identificacién molecular se realizé utilizando
la secuencia que codifica al gen de la permeasa OppD y OppF de Mycoplasma
bovis. Los resultados muestran que el 62 % de los hatos analizados fueron
positivos al aislamiento de Mollicutes, de las 224 muestras procesadas se
obtuvieron 87 aislados, de los cuales 15 pertenecian al género Acholeplasma spp
y 72 cepas fueron identificadas como Mycoplasma spp., las cuales se identificaron
bioquimicamente como Mycoplasma bovis 43 (60%), Mycoplasma californicum 5
(7%), Mycoplasma alkalescens 3 (4%), Mycoplasma canadense 2(3%) y
Mycoplasma spp19 (26%). Y con la PCR se identificaron 33 cepas como
Mycoplasma bovis. Se establecié una concordancia buena con un valor de Kappa
de 0,63 entre las dos técnicas realizadas, por lo que se determino que el 26 % de
los hatos fueron positivos a Mycoplasma bovis por la técnica de la PCR. Este es el
primer estudio realizado en leche de tanque de almacenamiento de explotaciones
de bovinos, para establecer la presencia de Mycoplasma bovis por técnicas

moleculares en México.
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I. . INTRODUCCION

1.0 SITUACION NACIONAL DEL GANADO LECHERO EN MEXICO.

La ganaderia nacional afio con afio ha mostrado un ligero crecimiento, en el
caso de bovinos especializados en produccion lactea, el ultimo informe que
proporciona el SIAP (Servicio de Informacién Agroalimentaria y Pesquera 2007) de
la SAGARPA (Secretaria de Agricultura, Ganaderia, Desarrolio Rural Pesca y
Alimentacién) indica que en la ultima década la poblacién de bovinos presentd un
considerable crecimiento gracias a programas de mejora genética, manejo,
desarrollo del hato, técnicas en produccion lactea y programas de control sanitario,
incluyendo importaciones de ganado de Norte-América.

La SAGARPA en la década de 1994-2004 mostro el incremento en la poblacion
bovina lo que se refiejd en el aumento en la produccion lactea y senala que en
méas de una década (1994 al 2006) el aumento en la produccion lactea fue de 7

320, 213 litros a 9 996, 137 litros (Fig. 1).

Figura 1 Poblacion y produccion del ganado bovino productor de leche de 1994 a 2006, SIAP, SAGARPA 2007.
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1.1 MASTITIS

La mastitis es el problema mas frecuente y serio en los bovinos productores
de leche, ocasionando pérdidas econdmicas debido a la baja produccidn lactea, la
necesidad de desechar la leche de los animales con lesiones de mastitis
(inflamacion del tejido de la glandula mamaria que muestra dafo epitelial), del
diagnédstico bacterioldgico, del tratamiento, el desecho y reemplazos de los
animales. Se puede clasificar por su forma de presentacion en dos tipos
principales mastitis clinica o subclinica (Avila et al., 2004, Kirk and Mellengerber
1995). El Natibnal Mastitis Council (NMC) a partir del ano 1999 considero a
Staphylococcus aureus, Mycoplasma spp y Streptococcus agalactiae como los
microorganismos contagiosos y patdgenos primarios causantes de mastitis bovina

(Kirk and Mellengerber 1995, NMC 1999, Britten 2006).

1.2 PERDIDAS ECONOMICAS A CAUSA DE MASTITIS

A nivel mundial se ha estimado que la mastitis representa el 30% del costo
total de las enfermedades que afectan al ganado lechero (Nicholas et al., 2003).
En Estados Unidos y Canada las pérdidas economicas por mastitis en bovinos en
1996, ascendieron a dos mil millones de dblares que equivalen a 200 doélares por
vaca (Crist et al., 1997 NMC).

En México, las pérdidas econdmicas por concepto de valor al desecho por
vaca asociadas con mastitis en 1984, fue de 2.17 millones de pesos (Valdespino

1984).
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Tabla 1.Pérdidas econdmicas por mastitis bovina en diferentes zonas geograficas del mundo.
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1.3 MASTITIS POR Mycoplasma bovis

La mastitis bovina es causada por varias especies de micoplasmas

principalmente por Mycoplasma bovis que se considera como el mas patégeno,

sin embargo se mencionan otras especies involucradas como, Mycoplasma

alkalescens, M. californicum, M. canadense y M. arginini (Jasper 1981, Miranda-

Morales et al., 1999, Avila et al., 2005).

Mycoplasma bovis esta asociado principalmente a problemas de mastitis,

sin embargo se encuentra también ocasionando problemas de neumonia, artritis,

abortos y queratoconjuntivitis. La mastitis por Mycoplasma bovis se caracteriza por

la presentacion de cuadros clinicos severos que generalmente afecta a mas de un

cuarto de la glandula mamaria, con perdida en la produccion de leche originando

altos costos por tratamientos a los que la mastitis se muestra reincidente. La

produccion lactea muestra una baja subita, algunas veces se pueden presentar

depositos con aspecto arenoso lo que afecta negativamente la calidad lactea

(Nicholas 2004, Farshid, et al., 2003).
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1.4 PERDIDAS ECONOMICAS A CAUSA DE MASTITIS POR

Mycoplasma bovis.

En la industria lechera, las pérdidas econdmicas originadas por los
problemas de mastitis por micoplasmas se deben principaimente a la disminucioén
subita en la baja de produccién lactea y al desecho de animales con alto registro
(Nicholas et al., 2003). En la Union Europea las pérdidas anuales por mastitis son
de alrededor de 576 millones de euros y se ha responsabilizado a Mycoplasma
bovis de alrededor de 144 millones de euros de pérdidas anuales y en los Estados
Unidos en el 2003 Nicholas, reportd 32 millones de délares como perdidas
econdmicas a causa de Mycoplasma bovis (Tabla 2). En los hatos infectados el
microorganismo persiste durante un periodo prolongado, lo q\je ocasiona la
eliminacion de los animales por secuelas de la enfermedad. En muchas ocasiones
la severidad de las lesiones es tan grave que muchos animales pierden su valor

productivo y econémico provocando su eliminacion (Jasper 1981).

Tabla 2. Pérdidas economicas a causa de Mastitis por Mycoplasma bovis.

GAR |- PERDIDAS ECONOMICAS. |- REFERENCIA- [~ " PROBLE

S

TTTUSA | 32 millones délares [""Nicholas et al, 2003 |  Mastitis por M. bovis
§ i

EUROPA 144 millones euros | Nicholas etal, 2003 | Mastitis por M. bovis |

R AR TR

1.5 LECHE DE TANQUE

En la industria lechera la leche se acopia después del ordefio en tanques de

almacenamiento que deben estar en condiciones de refrigeracion y agitacion hasta

6
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su transporte a las plantas procesadoras: La leche almacenada en los tanques
permite al ganadero y al médico veterinario realizar diferentes pruebas para
obtener informacion del perfil sanitario del hato. Datos como, el recuento celular
somatico (RCS), la deteccion de microorganismos patdégenos involucrados en la
mastitis, presencia de antibidticos, hormonas en leche, deteccion de anticuerpos y
la presencia de otros patogenos como Brucella, Mycobacterium, virus de IBR, etc.,
el estudio de todos estos factores en la leche permite un mejor control sanitario de
los hatos (Farnsworth 1993, Agger 1994, Ollis 1995).

Ef NMC (National Mastitis Council) 1997 indica que para tener un control del
hato en cuanto a sanidad, se deben realizar dos muestreos de leche de forma
aséptica directamente de la ubre cada trimestre y en el caso de leche de tanque
menciona que el muestreo debe ser semanal, quincenal 0 mensual segun el plan
de control sanitario de los hatos, el NMC 1999 sefala que el tanque de
almacenamiento debe permanecer en refrigeracion y agitacion, la coleccion de
una muestra de tanque se toma de la parte superior del tanque y no de las llaves
de salida, se debe colectar como minimo 30 ml en un recipiente estéril y ser

transportadas en refrigeracion hacia el laboratorio de diagnéstico (NMC 1999).

1.6 ANTECEDENTES HISTORICOS

El primer informe de aislamiento de micoplasma fue descrito por Nocard y
Roux en el ano de 1898, de un caso de pleuropneumonia bovina en donde
identificaron a Mycoplasma mycoides subsp mycoides. El primer nombre que
recibid Mycoplasma bovis fue el de Mycoplasma bovimastitidis, posteriormente se

le asigno el nombre de Mycoplasma agalactiae subespecie bovis por su similitud
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con Mycoplasma agalactiae hasta que el analisis de la secuencia del gen para el
RNAr 16s la evidencié como una especie diferente y se le dio el nombre de
Mycoplasma bovis (Tenk 2005).

Para el ano 1962 Hale et al, en los Estados Unidos reportaron el primer
aislamiento M. bovis de muestras de leche de 25 bovinos con problemas de
mastitis subclinica, Carmicheael et al, en el afio de 1964 detectaron
serolégicamente a M. bovis d.e 16 hatos en NeW York, USA. Desde entonces, se
han reportado aislamientos por Bar-Morshe en Israel 1964, por Marcos Barrado y
Sanz-Perex en Espana 1967, Cottew en Australia 1970, Francia 1974, Gran
Bretafia 1975, Ruhnke et al., en 1976 Canada, Alemania 1977, Dinamarca 1981,
Marruecos 1988, Corea del Sur ‘i989, Brasil 1989, Irlanda 1993, Shane C. et al,,
1999 en California USA y Chile 2000 (Shane et al., 1999 Nicholas ef al., 2003
Farshid ef al., 2003 Jasper 1981). Hotzel 1996 estandarizé la técnica de la PCR
con una cepa tipo de Mycoplasma bovis con la secuencia de la oligopeptido
permeasa Opp, metodologia que mas tarde utilizo Bashiruddin et al,, en Inglaterra
junto con otras técnicas de la PCR de autores como Dediu ef al., 1995, Johansson
et al., 1996, Subramaniam et al., 1998, Hotzel and Shane 1998 (clase Mollicutes)
asimismo utilizaron 10 cepas de referencia de Mycoplasma bovis y 15 cepas de
referencia de Mycoplasma agalactiae, para un estudio comparativo donde se
reportd que los iniciadores que codifican para la permeasa Opp que utilizo Hotzel,
fue 100 % especifico de M. bovis sin falsos positivos a diferencia de otras

metodologias y otros iniciadores (Tabla 3).
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Después de una revision bibliografica exhaustiva, no se encontraron
estudios relacionados actualmente con el analisis bacteriolégico en leche de
tanque para establecer la presencia de micoplasmas y otras bacterias
involucrados como patdgenos primarios de mastitis. Los estudios realizados en
México alrededor de la mastitis bovina por micoplasmas son de leche directa de

los cuartos de bovino con mastitis. Avila et al., en 1983 aislaron a Mycoplasma
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spp., de un hato lechero del Estado de México. Miranda-Morales et al., en 1995
aislaron a Mycoplasma spp de un brote en un hato lechero del estado de Hidalgo,
Miranda-Morales et al., 1999 reportaron la patogenicidad de micoplasmas en
cultivo celular primario de glandula mamaria involucrados en la mastitis bovina.
Asimismo, se han realizado estudios serolégicos como Hernandez et al., 1995,
Infante et al., 2004 que detectaron anticuerpos contra M. bovis, asi como Nufez et

al., 2005, reporté positividad con la técnica de ELISA contra M. bovis (Tabla 4).

Tabla 4. Antecedentes histdricos del aislamiento e identificacién de micoplasmas en animales con
problemas de mastitis en Mexmo

bANO ¢ | PAlS ESTUDIODI | i REFERENCIA |
i 1983 ]__I\;éa | Aislamiento de Mycoplasma ;pp. Awla et él N {
f_ 1995 I México [Alslamlento de Mycoplasma spp. ( eranda et al T
{ 1995 E México ! serologla M. bovis ’ Hernandez et al., \
12004 [México | serologia M. bovis Infante et al.,
izoo5 ;Kn;xu_:o ‘Seromgla__n_ﬂ._ P Nunez o al ,

Jasper en 1980, en California U.S.A. reportd un brote de micoplasmosis
clinica en 104 hatos, en 59 de ellos presentaron Mycoplasma bovis y el resto M.
alkalescens, M. arginini, M. bovigenitalium, M. bovirhinis y M. canadense.
Asimismo, Jasper 1980, analizd muestras de leche de tanque y aislé a
Mycoplasma bovisen un 4 % y Acholeplasmé como agente contaminante (Jasper
1981). Shane et al., 1999, en California USA identificaron a Mycoplasma bovis en
leche de tanque con la PCR lograron identificar el 88 % de 25 muestras. El
sistema nacional de monitoreo de salud animal del centro de epidemiologia y
salud animal, del Departamento de Agricultura de U.S.A, en el ano 2002

estudiaron la prevalencia de micoplasmas en leche de tanque de algunas regiones
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de 21 estados del pais donde se muestrearon 871 hatos en total, donde el 7.9 %

de los hatos resultaron positivos a Mycoplasma spp. De los aislados obtuvieron
_’u‘na prevalencia de Mycoplasma bovis del 86% siendo el patégeno con mayor
porcentaje y en menor cantidad a M. californicum, M. alkalescens, M. canadense y
M. bovigenitaluim, y se observé que en 16 de los 21 estados fueron positivos al
aislamiento de Mycoplasma spp. Filioussis, et al., 2005 en Grecia identificaron a
Mycoplasma bovis por medio de la PCR en 37 leches de tanque de
almacenamiento, donde obtuvieron un 5.4 % de hatos positivos. Fox et al., 2005
reportaron en USA la identificacion de M. bovis por medio de PCR en 93 leches de
tanque de almacenamiento, donde obtuvieron un 70 % de hatos positivos y
Richard G et al., 2006 observaron que en 773 muestras de leche de tanque de

bovino analizadas se aisl6 Mycoplasma spp. en 1.9 % (Richard et al., 20086).

Tabla 5. Antecedentes historicos del aislamiento e identificacion de micoplasmas en leche de
tanque

PAIS [ . ESTUDIODEM.bovis'

Alslamlento de M. bovis, M. alkalescens, M
arginini y M. canadense. | | Jasper

o Anslamlento de M. bovis, M. alkalescens, M. f
] ly M canadense Kirk et al.,

|

‘ e e v s

I } Shane et al.,

r . Centers for Epidemiology and

5 Animal Health.

“ Aislamiento e identificacion de The National Animal Health

| Mycoplasma spp. Y M. bovis de leche de Monitoring System. Department of
| 2002 tanque de 21 Estados de E.U.A. Agriculture (USDA)

T T ' Identificacion de M. bovis por PCR en

[ 2005 Grecia ' leche de tanque de almacenamiento FIIIOUSSIS etal.,

SR R S —

Fox et al.,

2005 ~[usa
, 2006 _[Canadé * Alslamlento de Mycoplasma pp |chard et aI

entlf cacion de M bovis por PCR
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1.7 CLASIFICACION TAXONOMICA

Los microorganismos de la clase Mollicutes estan considerados como los
mas pequefos dentro del reino procariote, miden aproximadamente 300 a 500 nm,
son pleomorficos, carecen de pared celular por ello se nombran como Mollicutes
termino que proviene de mollis (suave) y cutis (piel) (Razin et al, 1998).

Dentro de la clase Mollicutes se encuentran dos grupos: Los helicoidales y
los no helicoidales. En los no helicoidales dependientes de esteroles se ubican los
géneros Mycoplasma y Ureaplasma microorganismos, descritos como patdgenos
en humanos y animales y los no helicoidales no dependientes de esteroles, los
Acholeplasmas microorganismos considerados comensales en diferentes especies
animales y finalmente los Spiroplasmas microorganismos helicoidales que se
encuentran identificados en plantas y artropodos principalmente (Rosendal, 1993;
Razin et al, 1998).

Los micoplasmas son microorganismos que se localizan en diferentes
especies animales: bovinos, caprinos, ovinos, cerdos, aves, perros, gatos y el
humano, ademas se Han identificado en reptiles, artrébpodos y peces. Se
consideran de alta especificidad de especie y se relacionan a problemas del tracto
respiratorio, tracto genital, glandula mamaria, articulaciones y conjuntiva (Dybvig
1996).

La LPSN (List of Prokaryotic names with Standing in Nomenclatura)
reconoce 122 especies (LPSN 2005), aproximadamente 85 de ellas afectan al

hombre y a los animales (Smith 1971, Howard et al., 1994). En los bovinos las
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especies de micoplasmas responsables de ocasionar problemas son Mycoplasma-
bovis, M. mycoides subsp. mycoides SC (small colony), M. dispar, M. bovirhinis,
M. canadense M. bovigenitalium, M. californicum, M. alkalescens, M. arginini, M.
conjuntivae, y Ureaplasma diversum. Mycoplasma bovis es causante de mastitis,

artritis, problemas respiratorios, problemas oculares e infecciones vaginales en

bovinos (Howard WW 1994, NicHoIas et al., 2003, Farshid et al., 2003).

13
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Figura: 4 Clasificacién taxondémica Mycoplasma
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1.9 GENERALIDADES DE MICOPLASMA

Una caracteristica primordial del género micoplasma es la ausencia de
pared celular, propiedad que los hace resistentes a los antibidticos B-lactamicos,
sensibles a detergentes, generalmente son inméviles, algunas especies muestran
movimiento de deslizamiento y algunas especies son intracelulares.

- Los micoplasmas estan clasificados como bacterias Gram negativas, se
desarrollan en una atmosfera de aerobiosis y microaerobiosis en medio liquido y
solido respectivamente, en medio sélido al 0.8 % de agar las colonias se aprecian
con la morfologia tipica de “huevo frito” (Tully- Razin 1970), miden de 10 a 500 pym
de diametro, muestran una forma umbilicada, apariencia que se da por la alta
densidad en la parte central del medio sélido y menor densidad en la periferia de
la colonia (Smith 1971), algunas especies de micoplasmas utilizan carbohidratos
como la glucosa, manosa, maltosa y la arginina como fuentes energéticas. Por su
delimitado potencial genético, los micoplasmas requieren de una asociacién con la
célula huésped por lo tanto para su cultivo in vitro requieren de medios
enriquecidos que deben contener proteinas, esteroles y acidos grasos, los cuales
se adicionan con el suero de equino y/o cerdo los cuales proveen lipidos no

toxicos y proteccion al unirse con iones metalicos téxicos.

1.10 CARACTERISTICAS ESTRUCTURALES:

1.10.1 MEMBRANA:

La membrana de los micoplasmas es trilaminar, rica en lipidos, por lo que
se desarrollan in vitro en medios enriquecidos con alto contenido de esteroles,

fosfolipidos, glicolipidos, proteinas etc. (Eichwald et al, 1973, Razin 1978). La
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membrana de micoplasma esta compuesta por un 50-59 % de proteinas, 35-40 %
de lipidos y un 2 % de carbohidratos (Maniloff et al., 1972). Las proteinas y lipidos
son de gran importancia por interactuar directamente con las células del huésped
y con la respuesta inmune. En el caso de los micoplasmas una funcidén de las
proteinas es la citoadherencia y los lipidos cumplen con funciones de transporte y

estructura (Razin et al., 1998, Dybvig et al., 1996).

1.10.2 PROTEINAS DE SUPERFICIE DE MEMBRANA:

Los Micoplasmas tienen proteinas de superficie llamadas P, Ps (proteinas
superficiales de membrana) o VSP (proteinas variables de superficie) que han sido
estudiadas para conocer sus funciones y/o respuesta inmunolégica (Razin et al,
1998, Dybvig ef al., 1996, Rosengarten et al., 1994).

La identificacién con anticuerpos de epitopos de moléculas de la familia
VSP de cepas patogenas de Mycoplasma bovis involucradas al la adherencia en
el epitelio indica a P26 como una proteina de adherencia. Asi, se ha demostrado
que en cultivos de células embrionarias de pulmén de bovino anticuerpos inhiben
parcialmente citoadherencia por la P26 (Sacase et al, 2000). Otra funcién de las
VSP de Mycoplasma bovis es la posible evasion de la opsonizacion por
anticuerpos especificos (Sachse et al., 2000, Razin ef al, 1998). Ademas de
presentar VSP y proteinas estructurales (P) las que tienen la principal funcion de
adhesinas, ubicadas en el citoesqueleto de los micoplasmas como M. pneumoniae
que tienen la p30, p57, etc. Mycoplasma bovis posee la P48 que es una proteina
conservada de cuyo gen a sido utilizado para su identificacién por la técnica de

reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) y se ha encontrado una homologia
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con la P48 de Mycoplasma agalactiae (Behrens et al., 1994, Robino et al., 2005).
Los micoplasmas también cuentan con proteinas transportadoras en la membrana,
en el caso de M. bovis se presentan tres sistemas ABC, PTS y difusion facilitada.
En el sistema ABC trabaja con una o dos proteinas de membranas con dominios
conservados denominado cassette de unién de ATP en ingles ATP Binding —
Cassette y su sistema consiste en el paso del substrato pegado a una proteina
transportadora con consumo de ATP, este sistema solo se ha descrito en
bacterias, el segundo sistema de fosfotransferasa de azicares consiste en el
transporte de carbohidratos modificando la composicion quimica del carbohidrato y
el tercero difusion facilitada de substratos a través de la bicapa lipidica sin que
estos substratos se alteren bioquimicamente (Razin et al, 1998, Zhao et al.,
2004). El sistema ABC, se encuentran en varias especies de micoplasmas. Este
transporte consta de proteinas acarreadoras de ATP y péptidos, llamadas Opp
(Oligopeptido permeasa) las cuales importan ologopeptidos utilizados para la
sintesis de acidos nucleicos (Razin et al., 1998, Behrens et al., 1994, Zhao et al.,
2004).

Las permeasas son proteinas que facilitan el transporte de moléculas como
Oligopeptidos de un lado a otro de la membrana mediante iransporte activo, estas
permeasas necesitan consumo de ATP para llevar acabo su trabajo. Las
secuencias de los genes de las permeasas OppD y OppF han sido utilizadas para
diferenciar a Mpycoplasma bovis de otras especies de este debido a que
Mycoplasma bovis presenta la secuencia conservada, a diferencia de las

permeasas en Streptococcos spp., Staphylococcos spp, E. coli incluyendo varios
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micoplasmas (Dybvig et al., 1996, Razin et al., 1998, Hopfe et al ., 2003, Asiya et

al., 2003).

110.3 LIPIDOS DE SUPERFICIE DE MEMBRANA:

La membrana contiene fosfolipidos, glucolipidos, lipidos neutros
(almacenamiento energético) o lipidos estructurales, esteroles y lipoproteinas,
también cuenta con lipidos membranales como el fosfatilglicerol o PG la cual es
importante en la estabilidad de la membrana (Behrens et al., 1994, Razin et al,,
1998, Sachese ef al., 1999).

Los esteroles son los principales lipidos que contienen las células eucariotas en
micoplasma por su ausencia de pared celular los esteroles son parte fundamental

de su estabilidad osmética (Razin et al., 1998).

1.11 REQUERIMIENTOS NUTRICIONALES

Los micoplasmas requieren para su cultivo in vitro caracteristicas y
condiciones atmosféricas especificos, por su complejidad se considera un
microorganismo fastidioso, requieren para su crecimiento una cantidad abundante
de esteroles proporcionados por el suero de equino o cerdo, son
quimioorganotrofos, que utilizan a los azUcares y/o a la arginina como fuente de
energia. El medio comuinmente utilizado para su cultivo es el medio Hayflick
basado en el medio Edwars 1956, que contiene una base de peptbna con infusién
de cerebro-corazdédn PPLO (organismos asociados a pleuroneumonia) enriquecido
con glucosa, extracto de levadura y un pH de 7.5, mas la fuente de esteroles que
se adicionan en el suero equino. Para algunas especies de micoplasmas de

crecimiento mas fastidioso, se tienen medios de cultivo mas enriquecidos como lo
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es el medio Friis, que se utiliza para micoplasmas en cerdo, al cual se le adiciona
una solucion de sales, para una mejor estabilidad de osmolaridad, suero de cerdo
y suero de equino. El medio Frey se utiliza para micoplasmas en aves al que se le
adiciona Dinucleotido de nicotinamida y adenina (NAD), cisteina y suero de cerdo

(Howard et al., 1994).

1.12 ACTIVIDAD METABOLICA

Muchos de los micoplasmas degradan los carbohidratos con la produccion
de acido lactico y acido aceético, similar a las demas bacterias. Otras especies
utilizan la B-oxidacidén para la oxidacion de acidos y utilizan el cicio del acido
tricarboxilico para generar acetatos. Otras especies mas convierten la arginina en
ornitina por la arginina desaminasa y el género Ureaplasma que hidroliza la Urea
(Smith 1971, Howard et al., 1994). Algunos micoplasmas utilizan los acidos grasos
exogenos para sintetizar los fosfolipidos y glicolipidos de su membrana y otros
micoplasmas incorporan a su membrana acidos grasos preformados por el
huésped (Smith 1971).

La identificacion de los micoplasmas por pruebas bioquimicas requiere
mucho tiempo y en ocasiones los resultados son dificiles de interpretar es
necesario consultar las pruebas establecidas por el Subcomité sobre la taxonomia
de Mycoplasmas (Howard et al, 1994) con el fin de utilizar las pruebas
bioquimicas recomendadas y lograr una adecuada interpretacion de estas, ya que
algunas veces solo una prueba nos diferencia alguna especie como lo muestra la

tabla 6.
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Tabla 6. Caracteristicas bioquimicas y tamafio del genoma del género Mycoplasma.

W Friyeoides subsp. :
Mycoides LC S . + + 1 -+
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Mycoides SC R - + o+ -+

M. arginini b - + A AP L SR B 735 |

"M mycoides subsp.

capri

e i s e e - [

| Mycoplasma grupo 7 .t + - HE - . S O 1,120
j i i . | :

G: Glucosa

M: Manosa

A: Arginina

T: Tetrazolio aerdbio / anaerobio
C: Caseina

H: Hemoadsorcion

F: Fosfatasa alcalina

P/M: Peliculas y Manchas

X: No Aplica

1.13 FACTORES DE VIRULENCIA Y PATOGENICIDAD DE

Mycoplasma bovis.

La infeccion por micoplasma se caracteriza por 3 aspectos importantes.
1. Enfermedad septicémica, 2. Diseminacion por sangre seguida por
inflamacion de cavidades y articulaciones, 3. Enfermedad local del aparato

respiratorio, genital, glandula mamaria y conjuntiva (Gyles1993).
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Mycoplasma bovis puede tener una interaccion en un largo periodo con las células
de hospedero causando efectos citopaticos, Farshid et al., 2003 mencionan que
Mycoplasma bovis induce la produccion del Factor de Necrosis Tumoral alfa (TNF-
o) que sugiere la respuesta inflamatoria en procesos de micoplasmosis por
Mycoplasma bovis ademas de mencionar la evidente evasion de la respuesta
inmune del huésped. Asi como las abundantes lipoproteinas antigénicas que se
expresan en esta especie (Farshid et al., 2003).

Mycoplasma bovis es capaz de ocasionar la disfuncion celular en el tejido
de la gldndula mamaria por la liberacion de metabolitos como los iones peroxido,
super-6xido fosfolipasas, ureasas, proteasas, hemolisinas y nucleasas que danan
de forma localizada la integridad de la membrana celular del huésped (Tenk 2005).
La mastitis por Mycoplasma bovis tiene una presentacion clinica cronica que se
caracteriza por fibrosis, necrosis, exudados con infiltracion de macrofagos y
neutrofilos. En la presentacion aguda la glandula mamaria muestra un exudado
seropurulento persistente que no responde al tratamiento, lo que condiciona a una
mastitis reincidente (Jasper 1981, Farshid et al., 2003). Cuando la infeccion se
torna cronica después de 2 a 3 semanas post-infeccién se observa una atrofia
alveolar con infiltracion intersticial de linfocitos y macrofagos (Miranda-Morales
1999, Dybvig et al., 1996, Jasper 1981, Farshid et al., 2003). En el caso de la
mastitis subclinica, la glandula mamaria no presenta cambios aparentes, solo la
baja stbita en la produccion de leche por Mycoplasma bovis se vuelve crénica y
reincidente, por esto es necesario el monitoreo general del hato antes que

individual (Kirk 1995).
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Se han observado explotaciones de bovinos infectados con M. bovis, que
presentaron una mortalidad del 10% y una morbilidad hasta del 80%, cuando el
cuadro respiratorio esta asociado a la mastitis (Nicholas, et al., 2003 Farshid ef al.,

2003, Miranda-Morales et al., 1994).

1.13.1 TOXICIDAD

M. bovis produce potentes toxinas que ocasionan alteraciones en la
integridad de las células del huésped, asi como peroxidos, superdxidos, enzimas
hidroliticas como fosfolipasas, ureasas, proteasas, hemolisinas y nucleasas, asi
mismo, los micoplasmas compiten por aminoéacidos, acidos grasos, cofactores y
vitaminas, alterando la integridad y funcionamiento de las células del huésped

(Razin et al., 1998).

1.13.2 ADHERENCIA:

La adherencia es el principal mecanismo de patogenicidad que utilizan los
micoplasmas para colonizar al huésped y es considerado el primer paso en la
infeccion. La adherencia esta dada por las adhesinas que son proteinas
localizadas en la superficie de la membrana de micoplasma (Thomas et al., 2002),
como las gque presenta M. genitalium, M. pneumoniae y M. gallisepticum P1, MgPa
y P30 respectivamente.

Las adhesinas responsables de la citoadherencia, son un proceso que
involucra proteinas accesorias de membrana que incluso facilitan el movimiento
lateral (Razin 1998). Los receptores sobre la membrana de la célula huésped son
los responsables de que los micoplasmas se puedan adherir y estan identificados

como sialoglicoconjugados y glucolipidos conjugados. El contacto de micoplasma
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con la membrana de la celula huésped crea un micro-ambiente que facilita la
acumulacién de los productos del metabolismo de micoplasma como radicales
superdxido y perdxidos los que causan la oxidacion de las membranas celulares

del huésped (Razin 1998 y Jacob 1992).

Mycoplasma bovis y M. canadense tienen la capacidad de citoadherirse in
vitro a células epiteliales de la glandula mamaria de bovino, después de 30
minutos de incubacion a 37°C, reconociendo receptores de la célula hgésped
(Miranda-Morales 1999). Algunas especies de Micoplasmas llevan acabo un
proceso de adherencia en los eritrocitos del huésped llamada hemoadsorcién que
es un claro ejemplo del trabajo de las adhesinas, Howard et al., 1994, menciona
que algunos micoplasmas hemoadsorben eritrocitos de cuye y bovino, capacidad

trascendente para la identificacion de algunas especies.

1.14 CARACTERISTICAS MOLECULARES

El genoma de los Mycoplasmatales es de 600-2.200 kb, correspondiente a
600-800 genes, que se le considera el minimo necesario para tener vida
independiente (Smith 1971, Dybvig et al., 1996).

El ADN de los micoplasmas es pobre en guanina (G) y citosina (C) (18-
40%) y rico en adenina (A) y timina (T) (60-80%). Ademas, este género produce
un alto nivel de enzimas degradativas como las nucleasas y las proteasas,
caracteristicas importantes en la realizacion de pruebas moleculares. Otra
diferencia significativa con algunas bacterias es que los micoplasmas leen el
coddn UGA como triptofano y E. coli lo lee como codén de término. La secuencia

de los genes del RNAr 16S muestran alta relacion con el género Clostridium y se
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sugiere que los micoplasmas podrian ser relacionados como una forma evolutiva
de este género (Dybvig et al, 1996). Por ejemplo la secuencia del ARNr
subunidad 16S muestra una pequena diferencia de 8 nucleétidos entre algunas
especies del grupo Mycoplasma mycoides (Razin, 1998, Tenk M 2005). En 1987
Cottew et al, demostraron que algunas especies de micoplasmas estan
relacionadas filogenéticamente, siendo clasificadas dentro del mismo grupo por
sus caracteristicas, un ejemplo de esto es el “grupo mycoides”, esta relacion la
establecieron con  pruebas  bioquimicas  convencionales, reacciones
inmunolégicas, hibridacion del ADN, andlisis de la secuencia de genes del ARNr
16S por medio de la técnica de PCR (Thiaucourt ef al., 2000; Nicholas, 2002). Es
asi, que la identificacion de estas especies se dificulta ya que no pueden ser
diferenciados bioquimicamente, ademas de presentar reaccion cruzada con
antisueros policlonales dirigidos contra los diferentes miembros del grupo (Taylor
et al., 1992), ya que algunas de las proteinas inmunodominantes son compartidas
por los miembros del grupo mycoides, por ejemplo la proteina hsp60 y la
lipoproteina p62 (March et al., 2002). Las especies que conforman el “grupo
mycoides” son: M. mycoides subsp. mycoides LC, M. mycoides subsp. mycoides
colonia pequefia (SC), M. mycoides subsp. capri, M. capricolum subsp.
capripneumoniae, M. capricolum subsp. capricolum y Mycoplasma spp. serogrupo
7 bovino (Bolske et al, 1996); recientemente M. putrefaciens tambien ha sido
clasificada dentro del grupo mycoides por su estudio del ARN ribosomal de la

subunidad 16S (Peyraud et al., 2003).
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1.15 TRANSMISION DE Mycoplasma bovis.

Una incorrecta higiene al ordefio puede contagiar al resto del hato ya sea
por las maquinas de ordefo o por el manejo de los ordeifiadores Mycoplasma
bovis puede encontrarse en el tracto respiratorio de animales enfermos o
portadores sanos, por lo que puede ser transmitido por descargas nasales, o
. aerosoles, también lo encontraremos en leche de animales portadores con la que
se alimenta a los becerros lo que puede ocasionar problemas respiratorios (Tenk
2005).

1.16 DIAGNOSTICO

El diagnéstico de la micoplasmosis se realiza con técnicas bacteriologicas,
serologicas y recientemente las técnicas moleculares.

Las técnicas bacteriolégicas se basan en el aislamiento del microorganismo
en medios enriquecidos y en la identificacibn bioquimica en laboratorios
especializados, el tiempo de crecimiento puede variar desde 1 a semanas que
requieren por lo menos de 30 dias para lograr la tipificacion, se utilizan diferentes
pruebas para la identificacion de género como la morfologia de la colonia,
reversion de formas Lister (L), filtrabilidad en 0.45 um, requerimientos de
esteroles. Para la determinacion de las especies se realizan pruebas bioquimicas
como glucosa, manosa, fructosa, inositol, dulcitol, hidrolisis de la arginina,
hidrélisis de 1a urea, actividad de la fosfatasa, peliculas y manchas, produccion del
tetrazolio (aerobio y anaerobio), hidrolisis de la gelatina, digestion del suero
coagulado, caseina y la hemoadsorcién. Estas técnicas requieren de tiempo hacen
del diagnédstico un proceso lento y costoso.
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Las técnicas serologicas, se basan en la deteccion indirecta de anticuerpos
especificos en el suero por medio de una reaccion antigeno-anticuerpo,
permitiendo evaluar el grado de exposicion de una poblacion a un antigeno. La
inmunofluorescencia es una técnica para detectar la presencia del antigeno, que
requiere de anticuerpos monoclonales especificos y de conjugados, lo cual hace a
esta técnica muy complicada (Jasper 1981). Otra prueba utilizada es la
aglutinacion directa o indirecta, ya que diversas especies animales tienen la
capacidad de crear anticuerpos aglutinantes que evidencian la infeccion por
micoplasmas (Freundt y Edward 1979).

Las técnicas moleculares utilizadas en el diagnéstico de micoplasmosis son
basadas en amplificacién de segmentos de ARNr de la 16S, patrones
electroforéticos de proteinas y secuencias de nucleétidos. Existen hasta ahora
diferentes trabajos a nivel molecular como el estudio patrones electroforético de
las proteinas de cada especie de micoplasmas. Por otra parte la técnica de
reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) es considerada la técnica mas
sensible para la deteccion de diferentes agentes como bacterias, virus y parasitos,
la PCR es una técnica que genera in vitro numerosas copias de un fragmento de
ADN a partir de un bajo nimero de microorganismos. En esta técnica se requiere
de dos iniciadores de oligonucledtidos (Primers) complementarios a las
secuencias situadas en los extremos del fragmento de ADN que se va ampilificar,
para ello se extrae el ADN de la muestra y se desnaturaliza la doble hélice de ADN
aplicando ciclos repetidos de elevadas temperaturas y se realiza la hibridacion de

los dos iniciadores de las secuencias complementarias para la sintesis de ADN
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por la enzima- ADN polimerasa (Riffon et al, 2001, Mc Auliffe et al, 2003, .
Filioussis ef al., 2005, Ghadersohi et al., 2005). Se han realizado diferentes
protocolos para realizar la técnica de la PCR para la identificacién de Mycoplasma
bovis, a partir de cepas aisladas y directamente de leche, los cuales han
demostrado diferente sensibilidad y especificidad (Subramaniam et al, 1998
Hotzel et al, 1999, Shane, et al.,, 1999, Pinnow et al., 2001, Bashiruddin et al,,
2005, Ghadersohi et al., 2005).

Es necesario establecer técnicas diagnosticas rapidas, sensibles y
especificas como la PCR para la identificacion de micoplasmas vy llevar acabo un
control y prevencion de este tipo de enfermedades (Bashiruddin et al., 2005,

Hotzel et al., 1999, Hirose et al., 2001).

1.17 PREVENCION Y CONTROL PARA Mycoplasma bovis

Probablemente el origen mas comun del problema de la micoplasmosis
bovina, es debido por la introduccion de animales nuevos ya infectados en el hato,
las medidas de cuarentena y los monitoreos frecuentes en leche de tanque
almacenamiento o de recoleccién pueden ser disposiciones que evitaran una
infeccion de todo el hato.

A nivel de produccion la prueba que se realiza en México para el control de
mastitis subclinica es la prueba de California la cual, utiliza el detergente alil lauril
sulfonato de sodio y el colorante bromo cresol. Los antisépticos recomendados
para el control no solo de micoplasma pero efectivo para este microorganismo,
son los agentes que afectan la osmoralidad de su membrana algunos jabones que

contienen 2 % de hexaclorofeno ejercen efectos letales. Como desinfectantes se
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utiliza el fenol (5 %), formalina (2%), lejia de sosa (4%), agua de cal diluida, 2% de
cloro activo, cresoles, metales pesados etc (Jasper 1981).

La temprana deteccion de micoplasmosis en.un hato puede ser por medio
de un programa de monitoreo de los tanques de almacenamiento y del cultivo de
las muestras de leches mamitosas con la finalidad de evitar la infeccion de los
animales, ya que los tratamientos no han sido tan efectivos hasta ahora (Howard

et al., 1994).

1.18 TRATAMIENTOS PARA Mycoplasma bovis

Debido a que los micoplasmas carecen de pared celular son resistentes a
los B-lactamicos y son sensibles a los antibidticos que actuan inhibiendo la sintesis
de proteinas y los que afectan la sintesis de acidos nucleicos. Los mas
recomendados para su uso son, enrofloxacina, (quinolona) ciprofloxacina,
ofloxacina, levofloxacina  (fluroquinolonas)  clindamicina,  oxitetraciclina
(tetraciclina), eritromicina, dirithromicina, tilosina (macrélidos), estreptomicina
(aminoglucdsido) y  lincomicina  (lincosamida). Sin  embargo  estos
quimioterapeuticos tienen un efecto bacteriostatico para Micoplasma, establecer
un tratamiento ayuda a controlar la enfermedad, en ocasiones se eliminan los
signos clinicos, pero los animales quedan como portadores sanos, lo que dificulta
la erradicacion de la enfermedad (Dybvig et al., 1996, Fox ef al., 2005 liiner et al.,

1973).
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JUSTIFICACION

La frecuencia con la que Mycoplasma bovis se encuentra relacionado con
problemas cronicos de mastitis y ocasionando pérdidas econdémicas, es comun
encontrarlo como agente causal primario, en EEUU Jasper 1980 y Shane C. et al,,
1999 reportaron un 4 % y 88%, respectivamente a Mycoplasma bovis, el
Departamento de agricultura de USA 2002 identific6 86% de prevalencia en hatos
con problemas de mastitis aisladas en leche de tanque.

El muestreo en leche de tanque permite conocer la situacion sanitaria del
hato en general, la calidad de la leche y que la metodologia para la toma de
muestra es muy sencilla y rapida. Esto conlleva a procesar un menor nimero de
muestras y reduce los costos por monitoreo del hato.

El analisis que se realizd en este trabajo se orientd hacia los tanques de
almacenamiento para identificar a los hatos positivos al aislamiento de
micoplasmas vy tipificar mediante pruebas bioquimicas y moleculares por medio de
la PCR para identificar a Mycoplasma bovis de los aislados de Mycoplasma spp,
ya que este microorganismo esta identificado como patogeno primario en
problemas de mastitis haciendo su identificacion diagnostica mas eficiente. Por lo
que en este estudio, para las cepas aisladas la identificacion de Mycoplasma bovis
se realizd por medio de la PCR con los iniciadores PpMB920-1 y PpMB920-2 que
amplifican los genes que codifican para las proteinas de membrana permeasa
(oppD) y (oppF), que han presentadd un 100 % de especificidad para la
identificacion de M. bovis (Hotzel 1999). EI monitoreo favorecera el control

higiénico de los hatos por medio de la revision en tanques de almacenamiento.
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II. HIPOTESIS

-La identificacién molecular de cepas de Mycoplasma bovis mediante la técnica de
PCR detectara un porcentaje alrededor del 50 % en muestras de leche de bovino

colectadas en tanque de almacenamiento.

. OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GENERAL

-Detectar las especies de Mycoplasma spp. en muestras de leche de tanque de
almacenamiento por medio de aislamiento e identificacién bioquimica y establecer
la presencia de Mycoplasma bovis mediante la PCR como patégeno primario de la
mastitis bovina.

3.2 OBJETIVOS PARTICULARES

-Aislar Mycoplasma spp. de muestras de leche de tanque de almacenamiento.
-Tipificacion bioquimica de los aislados de Mycoplasma spp., para identificar las
- especies involucradas en mastitis.

-ldentificacion molecular de las cepas de Mycoplasma bovis aisladas de leche de

tanque mediante la técnica de la Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR).
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. IV. MATERIAL Y METODOS

4.0 ZONA DE MUESTREO

El muestreo fue realizado en el Municipio de Tizayuca Estado de Hidalgo,
localizado a 52 kildbmetros de la ciudad de México. Esta situado a los 19° 50 ' de
latitud Noreste y 98° 59', de longitud Oeste del Meridiano de Greenwich, a una
altura de 2, 260 metros sobre el nivel del mar, colinda al Norte con Tolcayuca y
Estado de México y al Sur y Oeste con el Estado de México, cuenta con una
extension territorial de 92. 5 kilbmetros cuadrados.

La poblacién bovina aproximada en la cuenca es de 17, 991 animales
distribuidos en 132 hatos con una poblacion promedio de 300 animales cada hato,
los animales especializados en produccion de de leche y algunos en la cria de
becerras de la raza Holstein. Cada hato cuanta con tanques de almacenamiento
con una capacidad de 5 000 y/o 10 000 litros, los cuales se mantienen en

refrigeracién y agitacion la leche de uno a dos dias antes de su recoleccion.

4.1 COLECCION DE MUESTRAS

Se tomaron 224 muestras de leche de bovino de tanque de
almacenamiento en agitacion y refrigeracion de un total de 112 hatos. Se realizo
un muestreo doble con un intervalo de 15 dias, en los meses de julio y agosto del
afo 2006. Las muestras se colectaron en condiciones 6ptimas de asepsia, para
evitar la contaminacion externa, se tomaron en recipientes estériles, de la parte
superior del tanque como lo indica el Nacional Mastitis Council (2002), se

transportaron a 4°C y se almacenaron a -20 °C.
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Figura 1. Tanque de recoleccion de leche. |

i

4.2 AISLAMIENTO

4.2.1 MEDIO DE CULTIVO

Para el aislamiento de los micoplasmas se utilizé el medio de cultivo de
Hayflick modificado (Hayflick, 1965)(Apéndice 1). El cual se basa en el medio
basico de Edward (1947) hecho a base de peptonas principalmente usando como
base el medio de cultivo PPLO" (organismos asociados a pleuroneumonia), al cual
se le adiciond, suero de equino, extracto de levadura', glucosa® antibiético
(penicilina) y como indicador de pH el rojo de fenol.

4.2.2 CONTROL DE MEDIO DE CULTIVO

Para verificar que el medio de cultivo de Hayflick permite el desarrollo de
micoplasmas bovinos que pueden ser aislados en muestras de leche de tanque,
se probaron las siguientes cepas como controles,

1. Cepas tipo de micoplasmas:
a. Mycoplasma bovis cepa donneta*
b. Mycoplasma del grupo mycoides

' Lab. DIFCO

* Lab. GIBCO

* Lab. MERCK

* Donada por la Universidad de Arhus Dinamarca
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4.2.3 PROCESAMIENTO DE LAS MUESTRAS

Las muestras de leche se descongelaron y posteriormente se incubaron

durante 1 hora a 37°C para permitir que se liberen las bacterias englobadas en
grasa y se siguio la metodologia establecida por Tully et al., 1983.
Se tomo un volumen de 200 pl de leche y se depositaron en 1.8 ml de medio
Hayflick liquido, se realizaron diluciones decimales de la 10" hasta 10™* y se
incubaron® en aerobiosis a 37° C de 24 a 48 horas. Al mismo tiempo se inocularon
30 pl de muestra de leche en medio Hayflick solido (Apéndice 1) y se incubé de 48
horas hasta 7 dias en microaerobiosis® a 37° C con el 80-85 % de humedad. Las
diluciones se revisaron cada 24 horas hasta observar cambio de pH y/o turbidez,
las diluciones que presentaron cualquiera de las dos reacciones, se sembraron en
placas de medio sélido Hayflick y se incubaron en microaerobiosis® a 37° C con el
80-85 % de humedad. Las diluciones que no mostraron cambio de pH y/o turbidez
se subcultivaron a los 7 dias en medio Hayflick liquido, este procedimiento se
realizo hasta por 4 veces para considerar una muestra como negativa (Ruhnken vy
Rosendal, 1994). Las cajas de medio sélido fueron observadas cada 24 horas
durante 7 dias con la ayuda de un microscopio estereoscopico’ para distinguir
colonias con morfologia tipica de Micoplasmas (Tully et al., 1983).

Purificacion de la cepa: A partir de una placa de medio sélido con colonias
de micoplasmas desarrolladas, se tomaron tres colonias perfectamente aisladas

con una pipeta Pasteur estéril, cada colonia se sembr6 en 2 ml de medio liquido

5 Incubadora FORMA SCIENTIFIC

6 Jarra de anaerobiosis BBL e Incubadora FORMA SCIENTIFIC
’ Microscopio ZEIZZ
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de Hayflick y se incubé en aerobiosis a 37° C de 24 a 48 horas hasta observar
cambio de turbidez y/o pH, consecutivamente se subcultivd en medio sélido y se
incubd en microaerobiosis® con la temperatura y humedad ya mencionada. Este
procedimiento fue repetido por tres ocasiones con el fin de obtener un cultivo puro

proveniente de una colonia clonada (Tully 1983).

4.3 IDENTIFICACION DE GENERO

A partir de un cultivo de cada cepa con 24 horas de incubacién se

realizaron las pruebas para determinar el género bacteriano.
4.3.1 MORFOLOGIA DE COLONIA

La morfologia de colonia tipica de Mycoplasma se observd como un halo

externo y un punto central en el medio de cultivo solido de Hayflick.
4.3.2 FILTRABILIDAD

La filtrabilidad se realiz0 con una membrana de poro de 0.45 pym de
diametro colocada en un portafiltro® estéril, se paso a través del filtro 2 ml de
cultivo liquido. El filtrado posteriormente se sembroé en medio soélido Hayflick para
comprobar el crecimiento de las colonias de micoplasmas que pasaron por este
poro (Tully 1983).

4.3.3 REVERSION DE FORMAS “LISTER”
Esta prueba se realizd, para confirmar la morfologia tipica de huevo frito y

no la presencia de una forma L que por algun inhibidor evitara el desarrollo de la

pared celular. Se realizé quitando inhibidores del medio de cultivo en medio liquido

8 Millipore
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y sdlido para observar el desarrollo de colonias con morfologia de micoplasmas

(Howard et al., 1994).

4.3.4 REQUERIMIENTOS DE ESTEROLES

La prueba de la digitonina se realizd para demostrar la dependencia de
esteroles de los micoplasmas, lo que diferencia a los géneros Mycoplasma y
Acholeplasma. Se utilizd una placa de medio solido y discos de papel filtro
saturados con una solucidn de digitonina al 1,5% con etanol absoluto, se
cultivaron cepas de 24 horas de incubacion, se les realizaron 3 diluciones
decimales 10, 102 y 107 de cada una de ellas se tomo 30 l y se deposito en el
medio sdlido haciendo una linea de en la superficie, posteriormente se colocaron
los discos de papel filtro impregnados con 0.025 ml de digitonina en el centro de la
linea por donde corri6 el inoculo y se incubo en microaerobiosis a 37° C con el 80-
85 % de humedad, el resultado se observd cuando el género Mycoplasma que es
dependiente de esteroles y se observd un halo de inhibicion del crecimiento que
evidencia la diferencia del género Acholeplasma que no es dependiente de
esteroles y crecio alrededor del papel filtro impregnado con digitonina (Tully, 1983,

Howard et al.,1994).

4.4 IDENTIFICACION BIOQUIMICA DE ESPECIES DE

MICOPLASMAS

4.4.1 PRUEBAS BIOQUIMICAS

A las cepas identificadas como género Mycoplasma spp. se les realizaron las

pruebas bioquimicas para determinar la especie que son la siguientes:
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Fermentacion de carbohidratos como la glucosa, manosa, hidrolisis de arginina y

caseina, produccion de peliculas y manchas, reduccion de tetrazolio.

Tabla 5. Pruebas bioquimicas para la identificacion de especies de Micoplasmas.

| Priiebasibioquimicas para identificacion‘de-especies Micoplasmas asotiados a mastitis

T

|

S R
| |

- ETTIM R - ByM e
| M. bovis - - -] + + f + -
| M. alkalecens B, ;{ + L+ o { } Lo

f .
I M. californicum

o e e A bt e i

M. canadense

!M‘ bovigenitalium

.

’ M. mycoides sub mycoides +H+ - + i

G: Glucosa

M: Manosa

A: Arginina

T: Tetrazolio aerobio/anaerobio
P y M: Peliculas y Cristales

C: Caseina

4.4.1 FERMENTACION DE GLUCOSA

Para la fermentacion de la glucosa, se realiz6 la metodologia como lo indica
Howard 1994, en el medio de cultivo Hayflick con glucosa al 50%. Se prepararon
alicuotas en tubos con 1 ml de medio Hayflick con glucosa al 50 % y se inocularon
con 1 ml. del cultivo de micoplasma de 24 horas de incubacion, se utilizaron dos
controles negativos un tubo con glucosa al 50% y un tubo si‘n glucosa para control
del medio todos los tubos se incubaron en aerobiosis a 37° C de 24 horas hasta
15 dias, verificando previamente el crecimiento de las cepas.
En una reaccion positiva se observé un cambio de pH en el medio de cultivo
virando el medio a un color amarillo. Una reaccion negativa se observo sin cambio

de pH en un tiempo de 15 dias de incubacion.
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- 4.4.2 FERMENTACION DE MANOSA

Para |la fermentacion de la manosa, se utilizé medio de cultivo Hayflick con
manosa al 50%, como control negativo su usaron dos tubos, uno con manosa al
90 % sin inocular y uno sin manosa como control del medio de cultivo (Howard
1994). Se inoculd 1 ml del cultivo de micoplasmas de 24 horas de crecimiento en 1
mi de medio Hayﬂ_ick con manosa al 50% y junto con los controles se incubaron en
aerobiosis a 37° C de 24 horas hasta 15 dias maximo. Se verificd previamente el
crecimiento de las cepas, una reaccion positiva se consideré cuando se observo
un cambio de pH, virando a color amarillo. Una reaccion se consideré como
negativa cuando no se observé un cambio de pH méximo en un tiempo de 15 dias
de incubacion.

4.4.3 HIDROLISIS DE ARGININA

Para la prueba de la hidrélisis de arginina, se agregé arginina (0,2%) en el
medio de Hayflick y se inoculé con 0.05 ml de un cultivo de micoplasmas de 24
horas de incubacion en tubos con 1.8 ml de medio de cultivo Hayflick con arginina
ademas de incubar los controles negativos, uno con arginina y el otro sin arginina
como control del medio de cultivo y se incubaron en aerobiosis a 37°C de 24 horas
hasta 15 dias maximo. Se verifico previamente el crecimiento de las cepas. Una
reaccion positiva se consideré cuando se produjo un cambio de pH observando
una coloracion alcalina (rojo) y se considerd una reaccion negativa cuando no se

observé cambio de pH o cambio de coloracion en un tiempo maximo de 15 dias.
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4.4.4 HIDROLISIS DE LA CASEINA

Algunas cepas de micoplasmas llevan acabo la protedlisis de la caseina,
prueba que es Util para la identificacion de micoplasmas la cual se realizo
agregando 32 gramos de leche descremada por cada 100 ml de agua destilada
estéril, de la cual se agreg6 1 de 7 partes de medio de cultivo. Se inocularon 30 pl
del cultivo de micoplasmas de 24 horas de incubacion y se incubd en
microaerobiosis a 37 ° C con 80 a 85 % de humedad, en una reaccion positiva se
observo la hidrolisis de la caseina como una zona clara en el lugar donde crecié la
colonia y una reaccion negativa se observo sin cambio alrededor de la colonia. En
el caso de Mycoplasma bovis es negativo a la protedlisis de la caseina, y la
especie M. mycoides subsp mycoides LC, reacciona positivamente (Ruhnke y

Rosendal, 1994).

4.4.5 REDUCCION DEL TETRAZOLIO

Esta prueba se realizd para demostrar la actividad del metabolismo de
algunos micoplasmas cuando el medio contiene el reactivo de tetrazolio que actua
como receptor de electrones, se reduce y toma una coloracién roja el medio de
cultivo. Se realizd agregando 0,2% de 2, 3, 5-trifenil-tetrazolio tanto en el medio
liguido como en el sblido. Se depositaron 200 pyl de cultivo en 1.8 de medio
Hayflick liquido con tetrazolio y se incubo a 37°C de 24 horas hasta dos semanas.
Un resultado positivo se observo con la aparicion de un halo rojizo en el medio
liquido. Igualmente se incubaron los controles negativos un tubo con tetrazolio y
un tubo sin el reactivo y se incubo en las mismas condiciones. Para el medio

solido se utilizaron placas de medio Hayflick con 0,2% de 2, 3, 5-trifenil-tetrazolio y
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se incub6 en microaerobiosis a 37 ° C con 80 a 85 %, un resultado positivo se
observo con la aparicion de una coloracion rosa a rojo purpura intenso alrededor
de las colonias de micoplasmas. La mayoria de las especies del grupo mycoides
presentan reacciéon positiva a esta prueba incluyendo M. bovis. Una reaccion
negativa se consideré6 maximo a los 15 dias sin cambios de coloracion.

4.4.6 PRODUCCION DE PELICULAS Y CRISTALES.

La produccion de peliculas y cristales es una caracteristica de algunas
especies de micoplasmas que se observa mas facilmente alrededor de colonias
desarrolladas en el medio solido que contiene 20% de suero (Freundt and Edward
1976). La pelicula producida en la superficie del medio estd compuesta de
colesterol y fosfolipidos. Los cristales son depositos de sales de calcio y de
magnesio procedentes de los acidos grasos que son liberados por la actividad

lipolitica de los micoplasmas (Freundt and Edward 1976).
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METODOLOGIA DEL AISLAMIENTO E IDENTIFICACION BIOQUIMICA DE
MYCOPLASMA

200 pl-

TANQUE

MUESTRA DE LECHE DE

Incubar 37° C

1800 pl medio liquido

Aerobiosis 37° C

l

Sin cambio de pH y/o
turbidez

Resiembra a los 5 dias en
medio liquido

l

Se realizan 4 pases, en 30 dias
aproximadamente para constatar
una muestra como negativa

PCR

turbidez

l /

Placa soélido

Microaerobiosis 37° C,
H 85 %
2-7 dias

Morfologia tipica de micoplasmas

!

Purificacion de cepa

Cambio de pH y/o l

Identificaciéon de género:
Morfologia de colonia
Filtrabilidad 0.45 pm

Reversion formas L

Dependencia de esteroles

/

Identificacion de especie:
Glucosa
Manosa
Arginina
Caseina
Tetrazolio

 S—
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4.5 OBTENCION DEL CONCENTRADO DE CEPAS DE Mycoplasma

spp. Y Mycoplasma bovis CEPA donneta.

Para optimizar la tecnica de la PCR se tomd como control positivo a la cepa
de M. bovis cepa donneta y como un control negativo se utilizdé una cepa de
Mycoplasma spp. del grupo mycoides. Los micoplasmas se hicieron crecer como
se indica en el protocolo Tully ef al., 1986., que menciona lo siguiente:

En 2 ml. de medio liquido Hayflick (Jasper, 1981) se sembraron 200 pi de la
cepa, Mycoplasma bovis cepa donetta, Mycoplasma del grupo mycoides, cepas de
Mycoplasma spp aisladas de muestras de leche de tanque, se incubaron® en
aerobiosis a 37°C por 24 a 72 horas, al observar cambio de pH y/o turbidez se
sembraron 20 pl, en placas de medio sdélido Hayflick, y se incubaron en
microaerobiosis a 37 °C con el 80-85 % humedad durante 48 horas para permitir el
desarrollo de colonias con morfologia tipica de huevo frito, que se observaron con
la ayuda del microscopio estereoscopico’. A partir de una colonia purificada se
elaboro la concentracion de cada uno de los micoplasmas, metodologia descrita

por Tully et al. 1983; utilizando una solucion buffer de fosfatos (PBS) pH'! 7.2.

4.6 LAVADO DE Mycoplasma spp.

De la obtencion del concentrado de micoplasmas se tomaron 100 ml y se
lavaron por 3 ocasiones de la siguiente manera:
Primero se centrifugd' a 11,300 xg durante 45 minutos y se elimino el

sobrenadante que son los restos del medio de cultivo, posteriormente la pastilla

? Incubadora FORMA SCIENTIFIC

" Microscopio estereoscopico ZEISS

" Potenciémetro COLE-PARMER

" Uttracentrifuga refrigerada BECKMAN
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obtenida fue resuspendida con una solucién buffer de fosfatos (PBS) pH™ 7.2,
después fue procesada nuevamente en la centrifuga'’ a 11,300 xg durante 45
minutos, este paso se repitio por tres ocasiones mas para lavar la pastilla y al final
fue resuspendida en 1 ml. de PBS para ser almacenada a -20 °C. Este proceso se
realizd para .obtener 1 ml de Mycoplasma bovis' concentrado, al igual que las

cepas aisladas de las muestras de leche de tanque.

4.7 IDENTIFICACION MOLECULAR DE M. bovis POR LA TECNICA

DE LA REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA.

4.7.1 EXTRACCION DE ADN

La extraccion de ADN se realizé de todas las cepas de Mycoplasma spp. se
utilizd para cada una de las cepas el protocolo de extraccion de ADN con el
método de tiocianato de guanidina como se indica a continuacion:

1.- Se tomaron 500 ul de la cepa de micoplasma concentrada y se centrifugd'™ 12
000 xg por 10 minutos posteriormente se decanto el sobrenadante.

2.- Se le agreg6 la solucion de lisis I. con Tiocianato de Guanidina, (Apéndice llI) y
se homogenizé la pastilla en el vortex'® durante 5 minutos al final se incubé
durante 15 minutos a temperatura ambiente.

3.- Se agreg6 solucion Il. Con Acetato de amonio 7.4 M, (Apendice Ill) que inactivo
a las endonucleasas que fueron liberadas al romperse la membrana de la célula.
Se Invirtid 5 a 6 veces e incubando durante 10 minutos en hielo temperatura a la

que actua mejor el acetato de amonio.

** potenciémetro COLE-PARMER
" Microcentrifuga BIOFUGE
5 vortex LABNET
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4.- Posteriormente se agrego la solucion lll. (Apéndice 1If) Que contiene cloroformo
alcohol-isoamilico, se homogenizé con el vortex por 5 minutos y se centrifugd
durante 15 minutos a 12 000 xg, con lo que se observaron tres zonas
perfectamente delimitadas, de la primera fase de la cual se obtuvieron los acidos
nucleicos que se quedaron en una fase acuosa ubicada en la parte superior, la
segunda que fueron restos celulares y la tercera donde se encuentran los
materiales organicos de las soluciones antes utilizadas.

Se tomd con mucho cuidado la parte acuosa y se depositdo en un tubo de 1.5 mly
se agregd nuevamente cloroformo alcohol-isoamilico para repetir el paso numero
4, esto se realizé con el fin de eliminar los restos celulares y de sales residuales.
5.- El sobrenadante se tomo6 y se le agrego soluciéon IV (etanol absoluto) para
precipitar el ADN, que se homogenizo con el vortex 5 minutos y se centrifugd a 12
000 xg por 15 minutos.

6.- Posteriormente se tomé el precipitado de ADN y se agregd solucion V (Etanol
al 70%) para purificar el ADN, se homogenizé con el vortex 5 minutos y se
centrifugo por 15 minutos 12 000 xg, este paso se repitié 3 veces para purificar el
ADN.

7.- Al concluir se dejo secar a temperatura ambiente por 12 horas
aproximadamente.

8.-Finalmente se resuspendio la pastilla de ADN con 50 pl de agua bidestilada

estéril y se almaceno a 4°C hasta su uso.
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4.7.2 REACTIVOS PARA LAS REACCIONES DE LA PCR

Se utilizaron los iniciadores de las secuencia del gen que codifica para la

Proteina Oligo -peptido permeasa que identifica a Mycoplasma bovis, secuencia

homologa de las oppD y oppF, con acceso en el Gen-Bank AF130119.
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241

301

361

421

481

541

601

661

721

PpMB920-1

AAGCTTCAGT
TTCGAAGTCA

TAATTTCGCA
ATTAAAGCGT

CTGGCAAAAT
GTCCGTTTTA

ATACATGAGC
TATGTACTCG

AAGGAACCCC
TTCCTTGGGG

ACTTTGCCTT
ATAAAGCAGC

TAGAACATAG
ATCTTGTATC

AAADAAANGTCA
TTTTTTCAGT

AACAAAGCTG
TTGTTTCGAC

GGTGAGTCAG
CCACTCAGTC

TTTAATGGTT
AAATTACCAA

CGCGAAAAGT
GCGCTTTTCA

PpMB920-2
A

Mycoplasma bovis oppD y oppF 2004 bp.

Fig. 2. Secuencia de OppD y OppF

TTTAGCTCTT
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ACAACTTTCT
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CGAATAGAGC

ACCAGATATG
TGGTCTATAC

AGAAATTGAC
AACGTGACTA

ACTAAAAAGT
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TTTTAGAAAT
ARAAATCTTTA

TTGATGGTGT
AACTACCACA

GAAGTGGAAA
CTTCACCTTT

TTGTTACTTT
AACAATGAAA

TTTTGCGTAA
AAAACGCATT

TTTGAACAAA
AAACTTGTTT

GTTGTCGCTA
CAACAGCGAT

GGAACTAGAA
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GCTATACCTG
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ATGCACCAAA
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TAGTTGTCAA
ATCAACAGTT

TTACTGAGAA
AATGACTCTT

TTAAGGCAAT
AATTCCGTTA

ACTTTAAGTT
TGAAATTCAA

ACTTAGAAGA
TGAATCTTCT

ATCAATTAAT
TAGTTAATTA

TTGACGAATT
AACTCGTTAA

AGTATTCACA

TCATAAGTGT

AAGAGTTAAA

TTCTCAATTT

TTCTTTCGGA
AAGAAAGCCT

ACATAGATTT
TGTATCTAAA

TAATCAAAAD
ATTAGTTTTT

TTGCTGAATT
AARCGACTTAA

TTTCTAAAGA
AAAGATTTCT

TTAATGAATA
AATTACTTAT

ATATTGAAGA
TATAACTTCT

CTTTTGGCAA
GAAAACCGTT

TCAAAGCTGA
AGTTTCGACT

AAGACATTCT
TTCTGTAAGA

ATCTCAAGTT
TAGAGTTCAA

TAACATAATT
ATTGTATTAA

CTTTCAATTT
GAAAGTTAAA

TAATGAGCCA
ATTACTCGGT

TGACTGGGAA
ACTGACCCTT

AAARCAMNCA
TTTTGTTTGT

GGCTTTCTAT
CCGAAAGATA

AGACTATATA
TCTGATATAT

AAAGCAATAT

TTTCGTTATA

AAGTAATCAA

TTCATTAGTT

ATATAAGAAC
TATATTCTTG

TTACTTTTTT
AATGAAAAAL

ATATAAGTCT
TATATTCAGA

AAACAAATAT
TTTGTTTATA

CTTTAAAGCA
GAAATTTCGT

TCTAAAGTTA
AGATTTCAAT

TTCAATCAAMG
AAGTTACTTG

GAAAGAATTA
CTTTCTTAAT

AAACGATAAA
TTTGCTATTT

TAATGAGAGC
ATTACTCTCG

TAAAAAGATT
ATTTTTCTAA
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w
MobOPPD-FORWAR Posicion (10-21)
MobOPPD-REVERSE Posicion (1921-1903)
Fig. 2 Secuencia del gen que corresponde a la permeasa OppD/F. Se muestra la

identificacion de los oligonucledtidos MobOppD-F en amarillo y los
oligonucleétidos de MobOppF-R en naranja.

Tabla 6. Secuencia de iniciadores para el gen que codifica la Permeasa

Ihiciadores:™. | Direccion S o " ?@Z@&n&emya&iénsglnidi&l‘*t«":ﬁe"\
§_'|3"PMﬁé'i"'d-”ﬁw_"' e GGCTOTCRTTAAGAATGTC R T R —
i i
"PPMB920-2°  [5-3 [ TTTTAGCTCTTTTTGAACAAAT 266.66 Pmol

El Buffer'® para las reacciones se utilizd en una concentracion de 10 X
El Cloruro de Magnesio™ (MgCI2), se utilizd a una concentracion de 25 mM, la
TAQ polimerasa' se utilizd en una concentracion de 1.9 Ul (Unidades
Internacionales), los DNTP’S, se utilizaron en una concentracion de 200 MM de
cada uno. El marcador de peso molecular que se utilizo fue el 1 Kb DNA Ladder"’
para verificar el tamafo del producto.
4.7.3 OPTIMIZACION DE LA TECNICA DE LA REACCION EN CADENA DE LA
POLIMERASA (PCR).

Una vez que se obtuvo el concentrado de Mycoplasma bovis cepa donneta
se realizo la optimizacion de las condiciones de PCR, utilizando el protocolo de
Hotzel 1999 y se utiliz6 como control negativo a la cepa de Mycoplasma spp. del

grupo mycoides.

16 AL TA ENZYMES
7 INVITROGEN
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Debido a que no se c_)btuvo una amplificacion se modificaron las cantidades de
reactivos y las condiciones mostradas por Hotzel 1999. Las reacciones utilizadas
fueron de un volumen fotal de 25 pl cada una, para optimizar la reaccion se
utilizaron 3 reacciones una con la cepa de Mycoplasma bovis cepa donneta, otra
Mycoplasma del grupo mycoides y la otra como control de los reactivos y/o
contaminacion sin templete de ADN en su lugar se agregd agua bidestilada estéril.

Tabla 8. Reacciones para la PCR

i\{-Re,f,lc;tivp\ Areaccion {‘”“5,_”"@\3&@9@8{
BNTPS ' g e
;h_f""PMBQZOJ TN - ‘3 . -
\ {

i PPMB9202 1p| R ‘ 37

I MgCi2 (25 mM) i35p|

‘ Buffer 10 X 2.5l

; i

H20 71 R T — '3225|J| S
fe"ﬁ(b &0 ’ o ‘ CTE
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Desnaturalizacion ' E |
‘L ., ., xtension Fina
Inicial Desnaturalizacion Extension
33;@ 94°-C o 792C 72°-C
s 30s Alineacion 0s 420 s
: 50°-C
! 45 s
l
i
S -
30 CICLOS

Tabla 9. Condiciones de temperaturas para la PCR

ETAPA T° TIEMPO
Desnaturalizacién Inicial 96°C 240 s

| Desnaturalizacion | 94°C . 30s |
Alineacion - osoc 455
Extensibn 72°C 90 s
Extensién Final . 72°C . 420s

4.7.4 VISUALIZACION DE GEL

Para visualizar el producto de la PCR se realizo un gel de agarosa'® al 1%
en 50 ml de TAE 1X con 5 pl de bromuro de etidio. Se cargaron las muestras junto
con la solucién de carga tefida con 0,2 % de Azul de Bromofenol y 0,2% de Cianol
de Xyleno.

En el pozo 1 se depositaron el 3 pl del marcador de peso molecular 1 Kb
DNA Ladder (Figura 3) en el pozo 2 se colocaron 5 pl de Mycoplasma bovis cepa
donneta, en el pozo 3 se colocaron 5 pl de Mycoplasma spp. Por ultimo en el pozo

4 se deposito la reaccion sin ADN como control negativo.

8 LAB. AGAROSA
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La muestra se corrio por electroforesis con un buffer de corrida en una
solucion de TAE 1 X a 80V por 45 minutos. Posteriormente el gel se observé en el
transiluminador, donde se visualizo el marcador de peso molecular en el pozo 1y
en el pozo dos el amplicon de 1.9 Kb, en el pozo 4 y 5 (controles negativos) no se
observéo amplificacion alguna (Fig 4).

s ce

a4 donneta en transiluminador con luz Ultravioleta.

Bt

Figura 4. Producto de PCR Mycoplasma bo

Banda de amplicon de producto
de Mycoplasma bovis. 1.9 Kb

Eitiimara g SRR 4 it

Después de observar el transiluminador se llevo el gel al fotodocumentador '° para
tomar la imagen.

En ambas imagenes la cepa de Mycoplasma bovis cepa donneta amplificd con los
iniciadores en al reaccién de PCR, la cepa de Mycoplasma spp. del grupo

mycoides no amplifico al igual que con el control negativo sin ADN.

" KODAK
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4.8 ANALISIS ESTADISTICO

Los resultados de las pruebas utilizadas en este trabajo se analizaron con el
programa Andlisis epidemioldgico de datos tabulados EPIDAT 3.1 *° para evaluar
los resultados con el indice de concordancia entre las dos metodologias utilizadas
(pruebas bioquimicas y la PCR) calculando el valor de Kappa de Cohen segun el

cuadro de Landis y Koch. Tabla 10

Tabla 10.Cuadro Landis y Koch.

Kappa | Gradod&acuerdo

[ <.h_6,m,,.. - ; -si-ﬁ .a.gaé?,agwww,_”.. - }
i i

0-0,2 | Insignificante

G504 Bajo e

0,4-0,6 | Moderado I

|
1 0,8-1 | Muy bueno
. ‘

2 programa FPIDAT 3.1 Organizacién panamericana de la salud.
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Resultados

V. RESULTADOS
5.1 RESULTADOS GLOBALES EN LOS HATOS MUESTRADOS DE LECHE DE

TANQUE DE ALMACENAMIENTO.

Un hato se consideré como positivo cuando se detectd en uno de los dos
muestreos la presencia de micoplasmas. De los 112 hatos muestreados la
prevalencia de Mollicutes fue de 84 (75 %) hatos y 28 (25 %) hatos resultaron
negativos al aislamiento. lLos hatos que resultaron positivos al género
Acholeplasma spp se consideraron hatos negativos a micoplasma con lo que se
determino la frecuencia de Mycoplasma spp. en los hatos en estudio que fue del

62 % (69).

El porcentaje observado de Mycoplasma spp. para cada uno de los
muestreos fue el siguiente, en el muestreo 1 (M1) (32 %) hatos positivos y en el

muestreo 2 (M2) (30 %) hatos (Grafico 3).

Grafico 3. Porcentajes de Mycoplasma spp. en los diferentes muestreos 1 (M1) y 2 (M2).

80

Ha Neagatvos, 36

MNegativos, 33 )
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De los 69 hatos considerados como positivos, 20 (18 %) de ellos resultaron

positivos en ambos muestreos y los 49 (44%) restantes fueron positivos a uno solo

de los muestreos (Tabla 11).

Tabla 11. Porcentajes de hatos positivos a micoplasmas.

AISLAMIENTOS EN HATOS

HATOS %
DE Mycoplasma spp.
Positivos a un solo muestreo 49 44 %
Positivos en ambos muestreos 20 18%
Total de hatos positivos 69 62%
Negativos 43 38%
Hatos totales 112

5.2 RESULTADOS GLOBALES DE LAS MUESTRAS DE LECHE DE TANQUE
DE ALMACENAMIENTO.

Las 224 muestras de leche de tanque analizados en los dos muestreos
arrojaron el siguiente resultado: las muestras de leche positivas a Mollicutes

fueron 84 (38 %) y 140 (62%) negativas (Grafico 4).

Grafico 4.- Muestras positivas al aislamiento de Mycoplasma spp.

NEGATIVAS
52 %




Resultados

Se observd que en solo dos muestras positivas se presento el aislamiento
de mas de una colonia, las cuales mostraron morfologia diferente, una de ellas
presento 2 tipos de colonia y la otra presento 3 tipos de morfologia, por lo que

obtuvieron un total de 87 aislados de micoplasmas.

5.2.1 IDENTIFICACION BIOQUIMICA DE L.AS ESPECIES DE MICOPLASMAS

AISLADAS EN LECHE DE TANQUE DE ALMACENAMIENTO

5.2.1.1. Identificacion de género

El 100 % de los aislados presentaron morfologia tipica de micoplasmas (Figura 1),
fueron filtrables a 0.45 um, asimismo, en la prueba de sensibilidad a la digitonina
72 (82 %) cepas se identificaron como Mycoplasma spp. y el resto como

Acholeplasma spp. (Figuras 2 y 3)

Figura 1, Morfologia de Micoplasma

2. Sensibilidad a la digitonina de Micoplasma. 3. Género Acholeplasma spp.
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5.2.1.2 Identificacion bioquimica de especie

Para la identificacion de especie de los aislados se realizaron las pruebas
siguientes, fermentacion de la glucosa y manosa, hidrélisis de la arginina y de la
caseina, ademas de la reduccion del tetrazolio. Como se muestra en la tabla 12
los resultados de las pruebas nos dieron a conocer 4 de las especies con mayor
importancia a nivel de micoplasmas asociados a problemas de mastitis,
Mycoplasma bovis, M. californicum, M. canadense y M. alkalescens,
conjuntamente, un grupo de cepas de micoplasmas aisladas no fue posible su
identificacion con las pruebas realizadas, ya que se presentaban resultados

variables, es asi que se determind ubicar estas cepas como Mycoplasma spp.

Tabla 12. Resultados de la pruebas bioquimicas realizadas a los aislados para la identificacion.
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Resultados

o

st RERE™ 7O

. . Fig. 5 Tetrazolio positivo de Mycoplasma bovis
Fig. 4 Morfologia tipica de Mycoplasma

Mycoplasma bovis

Fig. 5 Tetrazolio positivo liquido de Mycoplasma bovis

Mycoplasma canadense

Fig. 6 Tetrazolio positivo de Mycoplasma canadense Fig. 7 Manosa positiva Mycoplasma canadense

Mycoplasma spp.

Fig. 8 Caseina positiva Mycoplasma spp.

Con la interpretacion de las reacciones de las pruebas bioquimicas realizadas, de
las 72 cepas de Mycoplasma spp, se identificaron, 43 (60 %) especies

identificadas como Mycoplasma bovis 5 (7%), fueron identificadas como
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Mycoplasma californicum 3 (4%), Mycoplasma alkalescens 2(3%), Mycoplasma

canadense y por ultimo 19 (26%) Mycoplasma spp. (Grafico 7).

Grafico 7. Especies aisladas en los 87 aislados de muestras de leche de tanque.

- [

!
M bows M canadense M californicum M alkalences M spp

5.2.2 ESPECIES DE MICOPLASMAS AISLADAS EN MUESTREO 1 Y 2 DE

LECHE DE TANQUE DE ALMACENAMIENTO

En el grafico 8 se puede observar los aislados en los diferentes muestreos

mostrando un comportamiento similar entre cada uno.

Grafico. 8 Especies de micoplasmas identificadas en Muestreo 1y 2.
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Tabla 13. Identificacion bioquimica con los resultados de las cepas involucradas en ¢l estudio.

D G M A T C Identificacion Bioquimica
- . +/+ - M. bovis

+ - . - -/- - M. californicum
+ - - + -f- - M. alkalecens
+ - + R ++ - M. canadense
+ - + -/- - M. spp
+ +V +v -V +l+y -V M. spp

D: Digitonina

G: Glucosa

Al Arginina

M: Manosa

C: Caseina

T: Tetrazolio

V: Variahle

5.2.3 RESULTADOS DE HATOS POSITIVOS AL AISLAMIENTO DE M. bovis

De los 112 hatos muestreados con una poblacion aproximada de 241
bovinos en produccién solo 38 (34 %) hatos resultaron positivos al aislamiento e

identificacion bioquimica de Mycoplasma bovis y 74 (66 %) fueron negativos.

Grafico 9. Hatos positivos a Mycoplasma bovis
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5.3 RESULTADOS GLOBALES EN LOS HATOS MUESTRADOS DE LECHE DE
TANQUE DE ALMACENAMIENTO POR REACCION EN CADENA DE LA
POLIMERASA (PCR)

La tecnica de la PCR, arrojé los siguientes datos. Del total de las 87 cepas
aisladas se obtuvo que 33 fueron identificadas como M. bovis, y las 54 restantes

fueron negativas.

De las especies identificadas bioquimicamente como Acholeplasma spp,
también resultaron negativas por medio de la PCR. Asi que del total de 72 cepas
de Mycoplasma spp. por medio de la PCR se obtuvo una prevalencia de 46 % (33)
de Mycoplasma bovis.

Grafico 10 Cepas identificadas como M. bovis por la PCR.

Para el primer muestreo (M1) 22 hatos resultaron positivos, al observar el
producto del amplicon correspondiente a 1.9 Kb en los geles de agarosa al 1% de
la reaccion de PCR, con secuencia que codifica para el gen de la permeasa OPPD
y OPPF. De Mycoplasma bovis, y para el segundo muestreo (M2) solo 11 hatos

resultaron positivos al ser identificados al observarse el producto del amplicon.
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Reacciones de PCR de los 87 aislados

1 Identificacion de cepas 1 a 17 por PCR para M. bovis
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Resultados

Las pruebas bioquimicas expusieron la identificacion de 43 aislados como M. bovis
mientras que la técnica de la PCR, mostré a 33 aislados. 30 cepas fueron identificadas
por ambas metodologias como M. bovis, las 10 cepas restantes que bioquimicamente
fueron identificadas como M. bovis para la PCR resultaron negativas. Tres de las cepas
aisladas como M. bovis cuando bioquimicamente fueron identificadas como M.

canadense, M alkalescens y Mycoplasma spp.

5.5 ANALISIS ESTADISTICO.

DETERMINACION DEL iNDICE DE CONCORDANCIA PRUEBAS REALIZADAS.

Para examinar la concordancia de los resultados de las metodologias
utilizadas se desarrolld un cuadro de 2 x 2 para obtener el valor de Kappa de
Cohen con dos observadores (Resultados de ambas metodologias) con el

programa de EPIDAT 3.1 (Tabla 14).

Tabla 14 .Determinacion de los resultados de pruebas biogquimicas y PCR.
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Tabla 15 .Determinacion Los resultados arrojados fueron los siguientes

Nivel de confianza del indice de concordancia 95 %

Valor de Kappa de Cohen 0,6312
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Vi. DISCUSION

6.1 IDENTIFICACION DE Mycoplasma spp.

Se logro el aislamiento de bacterias de la Clase Mollicutes en la leche de
tanque de almacenamiento en 84/112 (75%) hatos lecheros. De los cuales, con la
prueba de la digitonina, se observ6 69 (62%) hatos positivos a Mycoplasma spp. y
15 (13%) positivos a Acholeplasma spp., este ultimo microorganismo esta
considerado como apatégeno y contaminante del medio ambiente, en contraste el
género Mycoplasma spp estd considerado como patdgeno de los animales
domesticos, causante de mastitis y problemas respiratorios en los bovinos. Los
resultados son similares al estudio realizado por Jasper 1981 en Norte América
donde obtuvo un 64 % de muestras de leche de tanque positivas al aislamiento de
Mycoplasma spp. Asimismo, Richard et al., 2006 en Canada obtuvieron un 74 %
de aislados positivos a Mycoplasma spp. en leche de tanque. Se encontraron
estudios realizados con leche directa de bovinos con problemas de mastitis clinica
por Jasper en 1981 donde logré identificar a Mycoplasma spp en el 52 % de las
muestras de leche analizadas y un 5% a Acholeplasma laidlawii y Miranda-
Morales, reporté un 75% de Mycoplasma spp. en el estado de Hidalgo, México en
el afio de 1999.

6.2 TIPIFICACION BIOQUIMICA DE ESPECIES DE Mycoplasma spp.

De las cepas de Mycoplasma spp (72) se identificaron bioquimicamente las
siguientes especies, Mycoplasma bovis 43 (60%), Mycoplasma californicum (7%),
Mycoplasma alkalescens (4%), Mycoplasma canadense (3%), porcentajes que

coinciden con los resultados de Jasper 1981 que de 104 muestras de leche de
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tanque de bovino identifico a M. bovis en un 57 %, a M. alkalescens, M canadense
y M. bovigenitalium en un 5 % respectivamente. Asi mismo Kirk et al, 1997 en
EEUU detectd una frecuencia del 54% de M. bovis, en un 34 % a M. californicum y
M. bovigenitalium, en muestras de leche de tanque de bovino. En contraste los
estudios de Richard et al., 2006 en Canada reportaron el aislamiento de M. bovis
en 1.6 % y de M. alkalescens en 1.9% de muestras de leche de tanque de
almacenamiento.

En estudios que muestran el porcentaje de aislados de Mycoplasma bovis
en muestras de leche directa de animales con problemas de mastitis encontramos
que Kirk 1996 reportdé un 50 % de aislados como Mycoplasma bovis de 600
animales, también Gonzalez et al,. 1997 en Espaiia reportaron una prevalencia de
Mycoplasma bovis de 3.1 % en muestras directas de leche de bovinos con
problemas de mastitis. Ayling et al., 2004 en Inglaterra identificaron por pruebas
bioquimicas a 4 aislados de Mycoplasma bovis y 13 aislados de Acholeplasma spp
de 251 muestras de leche de bovinos con problemas de mastitis. También
Filioussis et al., 2005 en Grecia con muestras de leche directa observaron un 5.4
% de aislados de M. bovis. Este microorganismo es mas frecuentemente aislado
como lo muestran los estudios realizados en Europa, América y hacen notar que la
presencia de Mycoplasma bovis en Europa ha sido reportada con una baja
frecuencia.

Frente a los porcentajes de las diferentes especies aisladas, tanto en este
trabajo y otros ya mencionados evidencian que Mycoplasma bovis es la especie

mas frecuentemente aislada a partir de muestras de leche de tanque de

64



' Discusién
Y e bt
almacenamiento, no obstante M. californicum y.M. canadense y algunas ofras.
especies mas, estan consideradas también como responsables de mamitis
micoplasmica bovina, por lo que el monitoreo en leche de tanque conlleva a tener
un control sanitario como rutina en los establecimientos lecheros.

6.3 IDENTIFICACION MOLECULAR POR LA REACCION EN CADENA DE LA
POLIMERASA DE CEPAS DE Mycoplasma bovis

Con la PCR se obtuvo que 33/72 (46%) de las cepas aisladas fueron
identificadas como Mycoplasma bovis y el 54% restante fueron negativas de
acuerdo al amplicon de 1.9 Kb de la secuencia que codifica para la permeasa
OPPD/F 100 % especifica de Mycoplasma bovis. Hotzel et al., 1999
estandarizaron la técnica de la PCR para M. bovis con los iniciadores PPMB920-1
y PPMB920-2, técnica que Bashiruddin et al., 2004, utilizaron para demostrar 100
% de especificidad, a diferencia de técnicas de otros autores como Dediu et al.,
1995, Johansson et al., 1996, Subramaniam e.t al., 1998, Hotzel and Sachase
1998 con diferentes secuencias de iniciadores. En contraste Hirose ef al., 2001
utilizaron la PCR con iniciadores diferentes que los de Hotzel donde identifico 7 %
de animales positivos a Mycoplasma bovis.

Este trabajo mostré que por la PCR 33/87 aislados fueron positivos a
Mycoplasma bovis mientras que las pruebas bioquimicas 43/87 fueron positivas,
ambas pruebas realizadas coinciden en 30 de los 87 aislados.

Estudios realizados con anterioridad utilizaron la identificacion bioquimica y
molecular para M. bovis fueron los de Shane et al, 1999 que realizaron

aislamiento, identificacion bioquimica y molecular por la PCR para M. bovis con
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diferentes secuencias de iniciadores y trabajaron con muestras de tanque de leche
ademas de leche directa de bovinos con problemas de mastitis, ellos trabajaron
445 muestras de leche de tanque, de las cuales 22 fueron positivas PCR,
bioquimicamente 3 fueron positivas y 445 negativas, de las 1, 363 muestras de
leche directa obtuvieron por PCR 101 positivos con y por bioquimicas 113 estos
resultados muestran lo complicado de la interpretacion de las pruebas bioquimicas
de las especies de Micoplasmas. Igualmente Pinnow et al, 2001 utilizé la
metodologia de Hotzel et al 1999, donde localizaron a M. bovis en 26 de 53
muestras de leche de bovino con problemas de mastitis y realizaron el aislamiento
e identificacion bioquimica obteniendo el mismo resultado de positividad.

En este trabajo se obtuvo que 29/112 hatos fueron positivos a Mycoplasma
bovis por medio de la PCR. Estudios relacionados como el de Fox et al., 2005
reportaron la identificacion de M. bovis, de muestras de leche de tanque en un 70
% de los hatos muestreados con la técnica de PCR de Hotzel 1996.

La diferencia que marca la PCR con la identificacion bioquimica nos
muestra que la técnica molecular nos reduce el nimero de muestras positivas. La
interpretacion bioquimica y molecular difirieron en resultados esto se puede deber
a lo dificil que es la interpretacion de algunas reacciones bioquimicas dentro del
género de micoplasmas, lo que hace la prueba de PCR fundamental para la
identificacion de especies de micoplasmas.

Con el analisis de concordancia entre las pruebas realizadas (identificacion
bioquimica y molecular por la PCR) mediante el valor de Kappa, indico que el

grado de acuerdo entre las dos pruebas es bueno con un valor de Kappa de 0,63.
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Este trabajo permitié establecer que la prueba de la PCR es indicada para

el diagnostico de M. bovis de leche de tanque y nos reduce el tiempo de
identificacion. Ademas este trabajo conducira a la realizacién de otro estudio para
establecer la identidad de los aislados que no fue posible su tipificacién por los dos
métodos utilizados en esta investigacion por lo que es necesario caracterizar las
cepas de Micoplasmas aisladas de leche de tanque de bovino. Asimismo es
preciso realizar un seguimiento individual de los animales de cada uno de los
hatos infectados para promover medidas de control mas eficaces contra la
micoplasmosis en la zona. En México este es el primer reporte sobre el
aislamiento e identificacion bioquimica y molecular mediante la PCR de especies

de micoplasmas aisladas en leche de tanque de aimacenamiento.
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VIl. CONCLUSIONES

Primera: El porcentaje de asilados de Mycoplasma spp. en la leche de
tanque de almacenamiento de los hatos en estudio fue del 62%.

Segunda: Mycoplasma bovis se identificé bioquimicamente en el 60 % de
los aislados y en menor porcentaje Mycoplasma californicum 4%, Mycoplasma
alkalescens 3%, Mycoplasma canadénse 3% y especies no identificadas como
Mycoplasma spp., 26 %.

Tercera: Con la PCR se logré la identificacion del 46 % de los aislados
como Mycoplasma bovis.

Cuarta: El valor obtenido de Kappa fue de 0,63 lo que indica un grado de

concordancia bueno entre ambas metodologias.
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APENDICE I.

1.-Medio de cultivo de Hayflick.

| Agua destilada S F70 mi

| Extracto de levadura deshidratada? 10 % [10mi
Esterilizar 121°C, 20 Ib. Por 151 min.

| Rojo de fenoP 1 % T
| Suero equmo T 20 mi

Glucosa® L
| Penicilina® 100,000 umi KT

2.-Medio de cultivo de Hayflick sélido.

| Agar Noble’
| Agua destilada

Esterilizar 121°C, 20 Ib. Por 15 min.

Para la preparacion del medio sélido, Se licud el agar previamente estéril y se agregé el
medio liquido de Hayflick a una temperatura media para evitar que el agar se polimerice
antes.

:\‘ _ )t by ' ¥
| Hayflick liquido
| Agar Noble 0,8 % -

! Lab. DIFCO

? Lab. DIFCO

3 Lab. MERCK.

* Previamente estéril por filtracidn
5 Lab. OXOID

®Lab. LA PISA

" Lab. DIFCO
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PRODUCCION DE MICOPLASMA EN 100 ml.

Cepa con 24 hrs. De incubacion 2 ml.

« ¥

Se agrego 8 mil de medio liquido Hayflick
para aforara 10 ml

« ¥

Se agregd 40 mi de medio liquido
Hayflick para aforar a 50 mi

“

Se alicuotd los 50 mi en 5 hotellas con 10 ml

—

Cepa Cepa Cepa Cepa Cepa
concentrada concentrada concentrada concentrada concentrada
en 10 ml en 10 ml en 10 ml en 10 mi en 10 ml

2

Se agrego 10 ml de medio liquido
Hayflick a c/u para aforar a 20 ml

"3
Se obtuvo 100 ml de cepa en medio
liquido Hayflick.

*

* Se incubé 37° C en
aerobiosis de 24 a 48 horas
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