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RESUMEN
ROJAS TREJO VERONICA. Tipificacién de Micoplasmas aislados de bovinos con

problemas respiratorios en México. (Bajo la direccion de Dra. Rosa Elena Miranda

Morales, M en C Laura Jaramillo Meza y Dr. Francisco J. Trigo Tavera).

Las enfermedades del sistema respiratorio son una causa importante de
enfermedad y muerte en ganado bovino, principalmente en animales jovenes,
proceso que puede ser causado por un grupo de patégenos bacterianos y virales.
Entre las bacterias involucradas encontramos a Mycoplasma spp. Pasteurella
multocida, Mannheimia haemolityca e Histophilus somni. Las principales especies
de micoplasmas que han sido involucradas a problemas respiratorios son,
Mycoplasma bovis y Mycoplasma dispar, aunque existen reportes de otras
especies involucradas como Mycoplasma bovirhinis, Mycoplasma del grupo
mycoides y Mycoplasma arginini. En este trabajo se realiz6 el aislamiento y
tipificacion bioquimica de especies de micoplasmas, de 310 muestras de hisopos
nasales y 64 de pulmones de bovinos, provenientes de animales sanos y con
problemas respiratorios de zonas productoras lecheras en México y de rastro para
los pulmones aparentemente sanos, se tipificaron los aislados de Micoplasmas por
medio de la PCR, aunado a esto realiz6 la bacteriologia para buscar a Pasteurella,
Mannheimia e Histophilus spp., Los resultados del estudio mostraron a 122 (33%),
muestras positivas a Mycoplasma spp, donde el 89 % de ellas provenian de
animales con signologia respiratoria. De las muestras positivas se obtuvo un total
de 141 aislados, los cuales fueron identificados mediante pruebas bioquimicas
como, 54 M. bovis, 36 M. dispar, 17 M. mycoides, 8 M. californicum, 2 M. arginini,
1 M. bovigenitalium, 1 M. alkalecescens y 10 restantes como Mycoplasma spp.
Con la PCR se caracterizaron a 56 aislados como M. bovis, 35 como M. dispar y
22 para el grupo Mycoides las 16 restantes resultaron identificados como
Mycoplasma spp., Al realizar la concordancia entre las metodologias con el valor
de Kappa de Cohen, se observdo que para M. bovis y M. dispar se presentd una
buena concordancia entre la tipificacion bioquimica y molecular, excepto para la

identificacion del grupo mycoides. Al realizar la bacteriologia de las muestras se
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logré identificar a Pasteurella spp., en 22 (5.8 %), Mannheimia sp 18 (4.8 %) e
Histophilus spp., 2 (0.5 %). Lo cual no mostré correlacion con las muestras
positivas a Mycoplasma spp., mediante la prueba de correlacion de Sperman.
Finalmente los resultados obtenidos en esta investigacion coinciden con los
recientes reportes de establecer la presencia de las especies de Mycoplasma
spp., como agentes involucrados en problemas respiratorios en unidades de
produccion lechera en México y asi tomar medidas de prevencion y control de

dichos patégenos.



ABSTRACT
The respiratory system diseases are a major cause of death and disease in cattle,

especially in younger animals, processes which can be caused by a group of
bacterial and viral pathogens. Among the bacteria involved are Mycoplasma spp.
Pasteurella multocida, Mannheimia haemolityca and H. somni. Mycoplasma
species that have been involved primarily with respiratory problems are,
Mycoplasma bovis and Mycoplasma dispar, although there are reports of other
species related as Mycoplasma bovirhinis, Mycoplasma mycoides and
Mycoplasma arginini. In this work, the isolation and biochemical characterization of
mycoplasma species was done, with 310 nasal swabs and 64 bovine lungs, all
obtained from healthy animals and with respiratory problems from the two major
milk producing areas in Mexico, and from slaughterhouses. The apparently healthy
lungs were typified for the isolates of Mycoplasma by PCR, coupled with this
bacteriology studies were performed to search for Pasteurella, Mannheimia and
Histophilus spp. The results identified 122 (33%) samples positive to Mycoplasma
spp, where 89% of the samples were from animals with respiratory signology. 141
isolates were obtained from the positive samples , which were identified by
biochemical test as 54 M. bovis, 36 M. dispar, 17 M. mycoides, 8 M. californicum, 2
M. arginini, 1 M. bovigenitalium, 1 M. alkalecescens y 10 remaining as
Mycoplasma spp. PCR isolates identified 56 as M. bovis, 35 M. dispar and 22 as
Mycoides group, the 16 were identified as Mycoplasma spp. When the correlation
between the methodologies with Cohen Kappa value, there was a good
concordance for M. bovis and M. dispar between biochemical and molecular tests,
except for the identification of the mycoides group. When performing bacteriology
test, it was possible to identify Pasteurella spp, in 22 samples (5.8%), Mannheimia
spp in 18 (4.8%) and Histophilus spp in 2 (0.5%). This showed no correlation with
positive samples to Mycoplasma spp., by Spearman correlation test. Finally the
results of this research agree with recent reports for establishing the presence of
species of Mycoplasma spp. as agents involved in respiratory problems in dairy

production units in Mexico, for the control and prevention of these pathogens.
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1.0 INTRODUCCION
1.1 Problemas respiratorios en bovinos

Las enfermedades respiratorias en bovinos causan grandes pérdidas economicas
en las explotaciones ganaderas, por disminucion de la ganancia de peso, alto
riesgo de transmision a otros animales, elevados costos de tratamientos y pérdida
de reemplazos de alta genética productiva (Olguin 2007). Diferentes autores
mencionan que los animales en edad temprana, de 1 a 5 meses, son mayormente
propensos a neumonias y que pueden presentar signologia marcada con tos,
descargas nasales, epifora, depresion, flujo nasal de tipo catarral 6 purulento. La
cronicidad de la enfermedad puede conducir a una falta de desarrollo corporal
para llegar a la edad adulta (Trigo 1987, Pijoan et al., 1999, Quiroz 2000,
Gonzalez 2007). Asi mismo, Pijoan et al., 1999, indican que en Estados Unidos las
enfermedades neumaonicas puede ser la principal causa de morbilidad de 80 hasta
90 % y con una mortalidad en becerras de 25 %, esto se traduce en pérdidas
econdémicas cercanas a los 800 millones de ddlares anuales. En México, se
informa que la incidencia y prevalencia de las neumonias en becerras pueden
alcanzar cifras de 24 hasta un 50 % durante la crianza (Gonzalez 2007). En un
estudio realizado por Pijoan et al.,, 1999, en hatos lecheros de la zona de Baja
California indicaron que los costos por problemas respiratorios van de $ 83.25 a
los $ 501.41 por becerra y los costos indirectos por esta enfermedad oscilan entre
los $ 235.12 a los $ 301.07 de pesos mexicanos.

1.1.1 Etiologia

Los principales agentes infecciosos involucrados en los procesos respiratorios son
bacterias y virus. Las bacterias asociadas son: Mycoplasma spp, Pasteurella
multocida, Mannheimia haemolityca e Histophilus somni; mientras que, los
agentes virales son: Virus Sincitial Respiratorio Bovino (VSRB), Rinotraqueitis
Infecciosa Bovina (IBR), Parainfluenza 3 (PI3), Diarrea Viral Bovina (DVB) y
Herpesvirus Bovino tipo 1 (BH-1). Existen otros factores anatomicos de la especie
bovina (como: la capacidad respiratoria, pleura poco distensible, angulo traqueo-
bronquial casi recto, etc.) ademas de situaciones estresantes que afectan al
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animal, debido a su contexto multifactorial, se ha considerado a la enfermedad
como un Complejo Respiratorio Bovino (CRB). Actualmente, se le ha otorgado una
mayor importancia a los micoplasmas como agentes causales de problemas
respiratorios en los bovinos, las evidencias que sustentan esta afirmacion es el
frecuente aislamiento del microorganismo en pulmones de becerros con
neumonia, (Nicholas 2003). Se ha observado en diferentes partes del mundo el
aislamiento de varias especies de Mycoplasma del Complejo Respiratorio bovino

como se muestra en el cuadro 1 (Nicholas et al., 2008).

Cuadro 1. Bacterias relacionadas al Complejo Respiratorio Bovino, porcentajes de aislamiento de
hisopos nasales de bovinos con problemas respiratorios

[ e
[ Deetamw 8.4 20.6 4.2

1.1.2 Problemas respiratorios en bovinos por micoplasmas

Diferentes especies de micoplasmas se consideran patégenas para los bovinos,
puesto que pueden por si solas 0 asociadas a otros microorganismos producir
diversas enfermedades, tales como: neumonias, mastitis, artritis, otitis media, otitis
y externa (asociado a ectoparasitos en oido), orquitis, infertilidad, conjuntivitis,

abortos e infertilidad (Nicholas RAJ 2003).
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Las principales especies que afectan al ganado bovino son: Mycoplasma bovis,
Mycoplasma dispar, Mycoplasma mycoides subsp mycoides SC (Mmm SC),
Mycoplasma californicum, Mycoplasma canadense, Mycoplasma bovirhinis;
Mycoplasma alkalescens y Mycoplasma arginini. Siendo las primeras tres
especies las de mayor relevancia en los problemas respiratorios de los bovinos.
En 1898 Nocard y Roux describieron por primera vez a los micoplasmas, al
demostrar que la pleuroneumonia contagiosa bovina, enfermedad altamente
infecciosa, era causada por microorganismos que crecian en medios de cultivo
libres de células, capaces de atravesar los filtros que retenian bacterias. Con esto
lograron establecer a Mycoplasma como microorganismo capaz de producir
enfermedad respiratoria. La presencia e importancia de Mycoplasma bovis es
comunmente menospreciado en los hatos bovinos, pese a que existe amplia
informacion que lo relaciona con problemas respiratorios y poliartritis,
principalmente en becerras menores de 120 dias de edad. Histéricamente, el
microorganismo ha sido referenciado en los Paises Bajos asociado a procesos
neumoénicos en ganado de engorda por Ter Laak et al., 1992, en Francia, Byrne et
al.,, en Inglaterra, Le Grand et al., en 2001, reportaron 30% y 25 %
respectivamente de animales seropositivos a M. bovis en hatos con problemas
respiratorios. Mientras que, Nicholas et al., también en el 2001, detectaron
anticuerpos en la mitad de 55 hatos con problemas respiratorios estudiados en
gran Bretafia. Tschopp et al., 2001, confirmé la importancia de M. bovis luego de
que en el 54% de 415 terneros en hatos de engorda, desarrollaron enfermedad de
las vias respiratorias atribuibles a M. bovis. Asimismo, se reportan otras especies
de micoplasmas asociadas en problemas respiratorios tal como lo menciond
Gabinaitiene et al., 2011, en pulmones neumonicos, identificé a M. bovis junto con
M. dispar, en animales jovenes que son trasladados a lugares frios 0 que son
expuestos a un estrés por movilidad.

Howard en 1983 en Inglaterra menciono la presencia de M. bovis y M. dispar como
agentes patogenos frecuentemente aislados en problemas neumaonicos en bovinos
Marques et al., 2007, identificaron a M. dispar por medio de la PCR en 6.16 % en

animales sanos y en un 35% de animales con problemas respiratorios. Todo esto
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indica la importancia de aislar y tipificar las diferentes especies de Mycoplasmas
implicados en patologias respiratorias, como es el caso de Mycoplasma mycoides
subsp mycoides SC, que es un patdgeno que ocasiona la Pleuroneumonia
Contagiosa Bovina (PCB), la cual es una enfermedad altamente patdogena que se
presenta en forma aguda, subaguda y cronica causando dafos pulmonares graves
en hatos bovinos, con una morbilidad y mortalidad hasta del 100 % en Europa,
Asia y principalmente Africa. Por lo tanto se encuentra clasificada en la lista de
enfermedades exéticas de reporte obligatorio emitida por el Diario Oficial de la
Federacion de México en septiembre del 2007 (SAGARPA) y desde 1994 la OIE
(Organizaciépn Mundial de sanidad Animal) exige a todos los paises reportar los
casos positivos de PBC.

Estos trabajos resaltan la importancia de las especies M. bovis, M. dispar y
Mycoplasma mycoides sub sp mycoides SC asociados al complejo respiratorio
bovino, no obstante en México la informacion al respecto es escasa y Su

relevancia epidemiolégica y socioecondémica se desconoce.

1.2 Generalidades de micoplasmas

1.2.1 Caracteristicas micoplasmas:

La principal caracteristica de los micoplasmas es su carencia de pared celular,
debida a su incapacidad para sintetizarla, por lo que son resistentes a los
antibiéticos B-lactamicos, ademas de ser sensibles a los cambios osméticos. Estan
constituidos de una membrana trilaminar compuesta por proteinas, glicoproteinas,
glicolipidos, fosfolipidos y esteroles que le proveen una mayor estabilidad
osmotica, miden de 10 a 500 um de diametro (Wight et al., 1999, Rottem 2003).

-Requerimientos nutricionales y de cultivo
Son llamados microorganismos fastidiosos por la dificultad de aislamiento en

laboratorio, esto hace que los medios de cultivo necesiten enriquecerse con suero
equino que le aporta los esteroles y acidos grasos, la glucosa para el aporte
energético, levadura para el aporte de vitaminas y acidos nucleicos. El medio

base PPLO (Organismos asociados a la Pleuroneumonia), que les aportan las
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peptonas de carne para el aporte de aminoacidos y nitrégeno que requieren. Se
utiliza también el medio de cultivo semisélido para poder observar las colonias
bacterianas que en una concentracion de agar de 0.8-1 % las colonias se aprecian
con la morfologia tipica de “huevo frito” (Tully - Razin 1970), forma umbilicada la
apariencia que se observa por la alta densidad en la parte central del medio y

menor densidad en la periferia de la colonia (Smith 1971).

1.2.2 Sistemas de transporte

Mycoplasma, cuenta con tres principales sistemas de transporte en la membrana
citoplasmatica, estos son el sistema de trasporte tipo ABC, que consiste en un
grupo de proteinas que poseen un dominio conservado de aproximadamente 200
aminoacidos, llamado “ATP-binding-cassette“, constituido por proteinas
periplasmicas, permeasas Yy proteinas que se encuentran adosadas a la
membrana dentro del espacio periplasmico, este sistema transporta
principalmente monosacéridos, oligopéptidos y algunas vitaminas. Cabe
mencionar que las secuencias que codifican para las proteinas de este sistema
estan filogenéticamente conservadas, por lo cual son blanco para la identificacion
de especies de micoplasmas, mediante técnicas moleculares como la reaccion en
cadena de la polimerasa (PCR) empleando iniciadores especificos del dominio
ABC.

El segundo sistema de traslocacién de grupo o de las fosfo transferasas PTS
(fosfoenolpiruvato fosfotranferasa) donde los azucares son fosforilados durante su
transporte, este se asemeja al sistema de Gram positivas y el tercer sistema de
transporte, difusion facilitada, la que contiene una proteina acarreadora que hace

pasar sobre todo precursores de acidos nucleicos (Razin et al., 1998)

1.2.3 Genoma

El genoma de los micoplasmas es de alrededor de 600 a 2,200 Kb,
correspondiente a 600-800 genes, que es el minimo necesario para tener vida
independiente. Este presenta un bajo contenido de guanina y citosina, entre 23-

40% y es rico en adenina y timina, hasta un 70 %, Ademas utilizan un cdodigo
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genético alternativo, donde el codon TGA codifica el aminoacido triptéfano en
lugar de la habitual sefial de paro de las procariotas (Nicholas et al., 2008, Dybvig
et al., 1996).

Cottew et al.,, 1987, demostraron que algunas especies de micoplasmas estan
filogenéticamente altamente relacionadas, siendo clasificadas dentro del mismo
grupo “mycoides”, esta relacion esta clara con las 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 et
al., 2000; Nicholas 2002), es asi, que la identificacibn de estas especies se
dificulta ya que no pueden ser diferenciados bioquimicamente, ademas de
presentar reaccién cruzada con antisueros policlonales dirigidos contra los
diferentes miembros del grupo (Taylor et al., 1992).

Los ribosomas de estos microorganismos presentan las caracteristicas tipicas de
las procariotas, con un coeficiente de sedimentacion 70S, con tres tipos de ARN
ribosomal, (5S,16S y 23S), en estas estructuras especialmente en la 16S ARNr
existe un alto grado de conservacion en las secuencias nucleotidicas en la Clase
Mollicutes, por ello se utiliza como marcador filogenético para la diferenciacién de
los géneros Mycoplasma y Acholeplasma, aunque presenta la desventaja de
contar con un gran nimero de copias en un genoma, lo que puede provocar o
conllevar a la identificaciébn de secuencias o marcas moleculares multiples en un
solo organismo (Razin 1984).

Para evaluar el impacto de dicha heterogeneidad intragendmica en el rendimiento
del gen 16S rRNA como marcador molecular, se comparé su evolucion
filogenética y caracteristicas a las del gen de la subunidad beta de la RNA
polimerasa (rpoB) altamente conservado también, pero con una sola copia dentro
del genoma. Por lo que el gen rpoB ahora se utiliza para tipificar especies
bacterianas sobre todo aquellas genéticamente conservadas, como es el caso del
género Mycoplasma e incluso dentro del grupo de M. mycoides (Nicholas et al.,
2008).
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1.2.4 Manifestaciones clinicas de micoplasmosis respiratorias

El Periodo de incubacion de la micoplasmosis puede ser entre 20 y 123 dias.

En general la infeccion por micoplasmosis se ha caracterizado por desarrollar 3
estadios diferentes.

1.- Enfermedad septicémica, 2. Diseminacion por sangre seguida por inflamacién
de cavidades y articulaciones. 3. Enfermedad, dafio local de los sistemas
respiratorio y genital principalmente.

Una vez infectado el animal la signologia es aparente, ya que el animal se muestra
deprimido, no come, presenta fiebre, tos, taquipnea y mientras evoluciona el
proceso infeccioso el animal evidencia cada vez mayor dificultad respiratoria, con
la boca abierta, cuello y cabeza extendidos y los codos separados con el objeto de
disminuir el dolor toracico e incrementar la capacidad pulmonar, por la nariz se
elimina flujo nasal, en el caso que exista septicemia en las vacas se puede
producir poliartritis cronica.

Las especies de micoplasmas pueden ocasionar la disfuncion celular en el tejidos
por la liberacion de metabdlitos como los iones perdxido, super-6xido fosfolipasas,
ureasas, proteasas, hemolisinas y nucleasas que dafian de forma localizada la
integridad de la membrana celular del huésped (Tenk 2005), por lo que se
presentan fibrosis, necrosis, exudados con infiltracion de macréfagos y neutrofilos.
(Nicholas 2003, Ayling 2003).

1.2.5 Lesiones
Las lesiones macroscopicas y microscopicas de las neumonias por micoplasma

varian poco segun la especie de Mycoplasma o incluso la cepa involucrada en el
proceso infeccioso. En general, las lesiones macroscopicas que se observan son
areas de consolidacion craneoventral, puede presentarse necrosis multifocal,
pleuritis, bronquiectasia y depdsitos fibrinosos caseosos. En la pleuroneumonia
contagiosa, producida por M. mycoides subsp. mycoides small colony type
(MmmSC), la afectacion pulmonar es frecuentemente unilateral, desarrollandose
en el pulmon afectado todos los estadios de inflamacion, acumulo de fibrina,
adherencias pleurales, liquido claro o de color amarillo, marrén, conteniendo

fragmentos de fibrina (Nicholas y Ayling 2003). En especial MmmSC, produce
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engrosamiento y consolidacion de los septos alveolares, los tabiques
interlobulillares se observan ensanchados lo cual confiere al pulmén un aspecto
marmoleado, estos tabiques se encuentran edematosos e infiltrados de fibrina. En
los pulmones afectados es frecuente la presencia de secuestros, el pericardio
puede presentar las mismas lesiones que las producidas en la pleura con acumulo
de una gran cantidad de liquido, puede haber presencia de fibrina en
determinadas articulaciones, microscopicamente se verifica un importante edema
inflamatorio de tabiques interalveolares, trombosis vascular, infiltracion
mononuclear, perivasculares y peribronquiolares (Guerrieri 2003, Nicholas et al.,
2008).

Las lesiones microscopicas producidas por M. bovis son descritas como areas o
focos de necrosis coagulativa rodeadas por células mononucleares con
degeneracion linforeticular. Adegboye et al., 1995, categorizaron en 4 etapas las
lesiones producidas por este microorganismo:

1.- Microabcesos compuestos por macréfagos y neutréfilos, desarrolladas en el
lumen terminal de los bronquiolos.

2.- Incremento de neutrofilos y macréfagos en el lumen bronquial (acumulo de
células en la pared de los bronquios) y el comienzo de manguitos (acumulo de
células en la pared de los bronquios) de células mononucleares.

3.- Ruptura del epitelio bronquial, infiltracion de neutréfilos y macréfagos,
incrementando la acumulacién y la encapsulacion de éstas.

4.- La pérdida del epitelio es caracteristica de los focos de necrosis coagulativa

donde se encuentran algunos micoplasmas, tal como lo hace M. bovis.

1.3 Factores de virulencia

1.3.1 Mycoplasma bovis:

-Adherencia

El principal factor de patogenicidad de los micoplasmas es la capacidad que
tienen para adherirse al tejido del hospedero y su facultad de diseminacion
causando una respuesta general exacerbada por la inflamacion y el dafio por la
citotoxicidad provocada, para asi poder colonizar los diferentes epitelios (Pilo et
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al., 2007). Rottem 2003, menciona que el contacto intimo de los micoplasmas con
la membrana de la célula epitelial favorece la hidrdlisis de los fosfolipidos
presentes en esta Ultima, iniciandose la cascada de traduccion de sefiales
especificas capaces de liberar enzimas citoliticas que pueden alterar la integridad
de la membrana de la célula huésped.

Sachse et al., 2000, describen en sus experimentos la cinética de adhesion,
especificidad e interaccion de la proteina P26 de M. bovis con los residuos de
acido sidlico y sulfatidos actuando como receptores en la célula epitelial del
hospedero, Sachse et al., 1993, Minion 2002 observaron que en anillos traqueales
de bovinos, M. bovis no se adhiere especificamente a las células epiteliales de la
traguea como lo hace M. pneumoniae y M. dispar (Howard et al., 1987, Rodriguez
et al., 1996), el papel que describen de la proteina P26 es que ayuda a la
adhesion a nivel de bronquios a diferencia de los micoplasmas mencionados
(Sachse et al., 1993).

Thomas et al., 2003, analizaron citoadherencia de diferentes cepas de M. bovis en
cultivos primarios de células del epitelio bronquial bovino (EBB), donde se
observé que la adherencia de las cepas se inhibia con anticuerpos monoclonales
dirigidos a las lipoproteinas variables de superficie VspC y VspF, no obstante, el
porcentaje de inhibicidn varié con la cepa y la proteina de superficie involucrada.
Estos estudios comprueban que M. bovis se adhiere a las células del epitelio

btonquial favoreciendo su multiplicacién en ese sitio anatémico.

-Variacion antigénica

Se ha observado que los micoplasmas pueden evadir el reconocimiento por parte
del sistema inmune del hospedador por medio de la modificacion de sus epitopos
superficiales, proceso que es llamado variacion antigénica, este mecanismo de
evasion la presenta diferentes especies de micoplasma principalmente en las
lipoproteinas de superficie. Las especies mayormente estudiadas y en las cuales
se ha comprobado este mecanismo de evasion son M. pulmonis, M, genitalium en
humanos, M. gallisepticum en aves y, M. bovis, Mmm SC y M. agalactiae en

bovinos (Razin et al., 1998, Minion 2002, Pilo et al., 2007). Este mecanismo
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provee al patdgeno un medio para sobrevivir a un subito cambio ambiental o como
se coment6 antes a evadir la respuesta inmune de hospedero. Finalmente el que
estas variaciones sean reversibles, conducen a un amplio rango de fenotipos
antigénicos en micoplasmas (Sache et al., 2000).

En el caso particular de M. bovis se ha identificado una familia de proteinas de
superficie variables (Vsp), hasta el momento se han descrito 13, éstas presentan
alta variabilidad de fase, poseen un sistema ON/OFF para la activacion o
inactivacion de la expresion de genes que finalmente se observan como un
cambio fenotipico (Lysnyansky et al., 1996; Lysnyansky et al., 1999, Minion 2012).
Nussbaum et al., 2002 demostraron que cepas de campo de M. bovis, poseen
versiones modificadas del complejo Vsp resultado de la amplia variacion que
ocurre en las secuencias de los genes estructurales, en comparacion con la cepa
control PG 45; sefialando una gran capacidad de variacion antigénica dentro de
las estirpes de M. bovis dentro de una poblacién animal, cinco proteinas Vsp se
han identificado con estos cambios: VspA, VspB, VspC, VspF y VspO (Sachse et
al., 2000). Estas estructuras de la superficie son los objetivos principales de la
respuesta de anticuerpos, por lo tanto, la capacidad de un microorganismo a
cambiar réapidamente el repertorio antigénico de superficie, acarrea como
consecuencia evitar el reconocimiento inmunoldgico. Por lo que las Proteinas de
superficie en Micoplasmas son de suma importancia, ya que se han identificacion
con anticuerpos de epitopos especificos para estas moléculas de la familia VSP
de cepas patdégenas de Mycoplasma bovis involucradas a la adherencia en el
epitelio indica a P26 (VSP) 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 (Sachse et al, 2000).
Otra funcion de las VSP de Mycoplasma bovis es la posible evasion de la

opsonizacion por anticuerpos especificos (Sachse et al., 2000, Razin et al., 1998).

-Toxicidad
Geary et al., 1981, obtuvieron una toxina inflamatoria mediante extraccion

etandlica al 75% de una suspension de células de M. bovis. La toxina parcialmente
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caracterizada es una glicoproteina de 73 kDa, localizada en la membrana
citoplasmatica, ellos observaron que solo la porcidén polisacarida era téxica, de
igual modo, se determiné que la toxina aislada produce inflamacién en la glandula
mamaria y en la piel de los cobayos, mediante un incremento en la permeabilidad

vascular de los capilares.

-Formacion de Biopelicula

Las biopeliculas son comunidades microscopicas que consisten esencialmente de
agregados que forman capas finas en diversas superficies; estos complejos no
s6lo estdn conformados por células microbianas. Ademas del biopolimero
extracelular que producen los microorganismos, se ha demostrado que diversas
especies de micoplasmas forman biopeliculas en superficies inertes.

McAuliffe, et al., 2006, mencionan que M. bovis es capaz de producir biofilm de 20
a 48 horas de post incubacion, caracteristica que le permite sobrevivir en medio
ambiente, ademés de presentar resistencia a diferentes antibiéticos evento
importante en la patogénesis bacteriana (McAuliffe et al., 2006, Fuentes-Garcia G
et al., 2008)

-Peréxido de Hidrogeno

M. bovis y otras especies de este género son capaces de producir peréxido de
Hidrégeno y superdxido que tienen la capacidad de dafiar la integridad de la
membrana de la célula epitelial, al tiempo que inactivan la catalasa y la
superéxidodismutasa de la propia. El peroxido de hidrogeno es un metabolito
toxico liberado como resultado de la oxidacion del glicerol en algunos
micoplasmas fermentativos que presentan flavoproteinas, glicerol 3-fosfato
oxidasas, o por la oxidacién de NAD (Megid 2001, Gyles et al., 2011).
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1.3.2 Mycoplasma dispar

-Adherencia

Para M. dispar la informacion sobre sus factores de patogenicidad es escasa, no
obstante, se menciona la presencia de capsula compuesta por polimeros de acido
poligalacturénico, lo que le confiere propiedades antifagociticas (Minion 2002).
Para el tipo de capsula que presenta M. dispar se describen cualidades como la
adherencia y un efecto inhibidor en la respuesta inmune de los macréfagos
alveolares bovinos evitando que estos produzcan TNF-a e Interleucina 1 (Almeida
1992), ademas de la inhibicién de la actividad de los cilios (ciliostasis), reduce la
eficiencia respiratoria y predispone al aparato respiratorio a la infeccién por
diferentes microrganismos oportunistas (Howard 1983, Gyles et al., 2004) .

M. dispar se adhiere especificamente a las células epiteliales de la trdquea a
diferencia de M. bovis, (Howard et al., 1987, Rodriguez et al., 1996).

-Céapsula

La capsula de M. dispar, posee caracteristicas antifagociticas para los macrofagos
alveolares. Como Almeida et al., 1992 lo demostraron al purificar la cepa de M.
dispar capsulada la respuesta de los macréfagos fue mejor al enfrentarse con

cepa sin capsula.

-Peréxido de Hidrogeno

Howard et al., 1974, observaron lesiones neuménicas en pulmoén de becerras y el
efecto citopatico en un cultivo de trdquea fetal bovina, por el efecto de la
produccion de peréxido de Hidrogeno de Mycoplasma dispar inoculado por via

respiratoria.

1.3.3 Mycoplasma mycoides subsp. mycoides

-Adherencia

La capsula que poseen algunas especies de micoplasmas tiene un papel
fundamental en la adherencia (Biberstein et al., 1990), al igual que, ciertas
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proteinas de membrana que facilitan la adhesion a los eritrocitos (hemoadsorcién)
(Razin et al., 1998). Es el caso de MmMmSC, ya que uno de sus factores de
virulencia es la capsula compuesta de galactano, estructura que contribuye a la
adherencia a las células huésped y a la evasion de la fagocitosis, se cree que
tiene un efecto toxico directo y por su similitud con el galactano del tejido pulmonar
de los bovinos siguiere la exacerbada respuesta inmune que se observa en esta
infeccion en el tracto respiratorio. Los receptores sobre la membrana de la célula
epitelial son los responsables de que los micoplasmas se puedan adherir y estan
identificados como sialoglicoconjugados y glicolipidos conjugados (Razin 1985;
Razin et al, 1998).

-Variacion antigénica M. mycoides

MmmSC, presenta una Vsp llamada Vmm, proteina que tiene una funcion
supuesta hasta ahora de adherencia, los cambios se realizan por ON/OFF vy al
estudiarse, se observaron deleciones o inserciones en las regiones repetitivas de
secuencias de aminoacidos que conforman la proteina aunque no se asegura la

funcién principal de esta (Minion 2012).

-Perdxido de hidrégeno y superéxido

Los micoplasmas producen potentes toxinas que ocasionan alteraciones en la
integridad de la célula epitelial, asi como peréxidos, superoxidos, enzimas
hidroliticas, fosfolipasas, ureasas, proteasas, hemolisinas y nucleasas (Razin et
al., 1998, Nicholas et al., 2008).

Los productos del metabolismo de los carbohidratos en micoplasmas como el
peréxido de Hidrogeno y radicales superdxido, son metabolitos que se van
incrementando al igual que el dafio celular de tipo oxidativo y que son capaces de
danar la integridad de la membrana, causando en el proceso citotoxicidad en la
célula huésped caracteristica que desarrolla MmmSC (Pilo et al., 2007, Nicholas et
al., 2008).

23



-Toxicidad de M. mycoides

M. mycoides subsp mycoides LC tiene citolicinas que inducen una actividad similar
a las endotoxinas, pero con un efecto diferente al LPS. La citolisina es obtenida
por lisis celular mediada por calor (Rosendal et al., 1995). Dentro de del preparado
se encuentran una gran cantidad de enzimas hidroliticas que degradan los
componentes celulares del hospedero. Las mas notables son las nucleasas, las
que hidrolizan r4pidamente los &cidos nucleicos celulares, liberando los
precursores requeridos para la replicacion y sintesis de los mismos de la célula

microbiana (Razin et al., 1998).

-Galactano

El galactano (polisacarido capsular) compuesto por 6-0-B-D- Galactofuranosyl- D-
galactosa, aumenta la virulencia en el grupo mycoides, (Pilo et al., 2007). Los
bovinos, ovinos y cabras reaccionan ante el galactano de los micoplasmas con
edema pulmonar y en algunos casos trombosis capilar. El galactano que presenta
M. mycoides SC, se reporta como causa de efectos inmunopatologicos en la PCB
y efectos citopaticos, conduce a la contraccién de vasos sanguineos provocando
trombosis aumentando el edema pulmonar y la salida de fibrina de los vasos
sanguineos a la cavidad toracica, ademas de generar o apoyar la persistencia y
diseminacién de Mycoplasma mycoides subsp. mycoides SC, en el tracto
respiratorio (Rosendal 1993, Pilo et al., 2007, Nicholas et al., 2008).

-Proteinas de superficie.

Principalmente las lipoproteinas muestran un rol importante en la patogenicidad,
ya que son la principal interaccién entre el micoplasma y la célula huésped
(adhesion), consideradas altamente antigénicas para realizar serodiagnoéstico y
produccion de vacunas, estimulantes del sistema inmune ya que funcionan como
proteinas proinflamatorias, como las lipoproteinas LppA y LppQ, esta ultima con
secuencias altamente conservadas en cepas Africanas Yy Vvirulentas de

Mycoplasma mycoides subsp. mycoides SC, por lo que se utiliza para el
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diagnostico serolégico mediante la técnica de ELISA autorizada por la OIE (Pilo et
al., 2007).

-Biopeliculas:

No se ha demostrado que MmmSC produzca biopelicula, aunque por ahora esta
particularidad se ha observado en M. bovis, M. fermentans, M. pneumoniae, M.
cotewii, M. capricolum, M. ovipneumoniae, M. putrefaciens, M. yeatsii y M.
penetrans, caracteristica que se considera un factor de virulencia y evento
importante en la patogénesis bacteriana (McAuliffe et al., 2006, Fuentes-Garcia et
al., 2008)

1.3.4 Dafio celular durante la union de micoplasmay célula huésped

Cuando los micoplasmas se adhieren a la célula huésped, ocurren eventos donde
las fosfoproteinas de reconocimiento se unen a los receptores celulares que se
polimerizan, formando estructuras fibrilares que se extienden lateralmente hacia el
centro de la célula microbiana (Rottem 2003).

Los micoplasmas son capaces de fusionarse con la célula epitelial del hospedero,
pese a esta habilidad hasta ahora se sigue considerado un microorganismo
extracelular. Estos microorganismos, presentan un conjunto de mecanismos para
desarrollarse a expensas de las células vivas y causan dafio celular al hospedero.
Entre estos mecanismos encontramos la competencia por precursores
biosintéticos (lipidos o acidos nucleicos), dafio por la citoadherencia, algunas
especies inducen efectos citopaticos y mutaciones (Rottem 2003). La produccion
de proteasas por los micoplasmas, tiene un papel fundamental en el proceso de
colonizacion y persistencia de la enfermedad, ya que le permite evadir la
respuesta inmune mucosal. La principal enzima de este tipo es la IgAl-proteasa,
una serina proteasa, que hidroliza a la IgA de las mucosas, lo que constituye una
forma de evitar la eliminacion de los microorganismos por opsonizacién (Rottem
2003).

Durante el proceso de fusidén entre los micoplasmas y la membrana plasmatica de

la célula epitelial, los componentes citosolicos del microorganismo son
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descargados en el interior de la misma. Dentro de estos componentes se
encuentran una gran cantidad de enzimas hidroliticas que atacan y degradan los
componentes celulares, las mas notables son las nucleasas que hidrolizan
rapidamente los acidos nucleicos celulares, liberando los precursores requeridos
para la replicaciéon y sintesis de los mismos en la célula microbiana (Razin et al.,
1998). Los efectos citopaticos que se caracterizan por vacuolizacion y
reorganizacion del citoesqueleto son, debidos a la internalizacion y multiplicacion
de los micoplasmas en el citosol u en los organelos celulares. Esta vacuolizaciéon
puede estar dada por la produccion de peréxidos organicos, puesto que algunos
agentes antioxidantes como el a-tocoferol evitan la aparicibn de este efecto
citopético (Maniloff 2002, Rottem 2003).

1.4 Transmision

En general, para patdgenos bacterianos implicados en enfermedades
multifactoriales, el riesgo de infeccion y de desarrollo de la enfermedad clinica
depende de un gran numero de factores del patdgeno, del huésped y del medio
ambiente. Las vias de transmisién son por contacto directo mediante aerosoles,
secreciones nasales, vaginales, conjuntivales, calostro y leche contaminada de
animales portadores y/o enfermos (Maunsell 2009).

El caso particular de MmMmSC se transmite principalmente por aerosoles. Aunque
este agente también se ha encontrado en orina, membranas fetales y descargas
uterinas. Los animales portadores, como el ganado bovino infectado de forma
subclinica, pueden retener organismos viables en lesiones pulmonares
encapsuladas llamados secuestros. Los animales portadores pueden seguir
eliminando principalmente cuando son sometidos a episodios de estrés (OIE
2010).

1.5 Distribucion
1.5.1 Mundial
La distribucion de M. bovis se reporta en todo el mundo principalmente asociada a

problemas de mastitis aunque también se sefiala en problemas respiratorios sobre
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todo en animales jovenes. Desde 1898 Nocard y Roux, reportaron como agente
causal de la pleuroneumonia contagiosa bovina a un agente filtrable, llamandolo
organismo de la pleuroneumonia, lo que representd el primer aislamiento de
Mycoplasma spp., en bovinos (Bradbury 2005). En 1950 se propuso el nombre de
Mycoplasma, el cual proviene del griego mykes (hongo) y plasma (forma) (Edward
et al., 1956). Fue aislado por primera vez en 1961 en U.S.A, a partir de un caso de
mastitis severa en ganado bovino (Hale et al., 1962), debido a su gran similitud
serolégica y bioquimica con M. agalactiae fue designado originalmente como M.
agalactiae var bovis, desde entonces parece haberse propagado a numerosos
paises, a causa de la movilizacion de animales. Se ha reportado ya en Inglaterra
en 1975 por Thomas et al., Canada 1977, Langford en Escocia 1978, EUA, Ose et
al.,, 1979, Holanda 1992 Ter Laak, Irlanda Byrne et al.,2001, Alemania Hewicker-
Trautweinet et al.2003, Inglaterra Mcauliffe et al.,2004, ultimos aislamientos de M.
bovis, en el Reino Unido e Irlanda, fueron de fetos abortados y de cerebros de
animales que mostraban signos neurolégicos y otitis, sugiriendo un papel
importante en varias patologias aun mayor de lo que se pensaba anteriormente.
Se reporta a Mycoplasma dispar como causante de problemas respiratorios desde
1974 en Inglaterra Howard NR et al.,1977, en el mismo afio en Japdn Kuniyasu et
al., en Francia Tinant et al., 1979, Canada Martin et al.,1990, New York 1996 por
Virtala et al., Londres Megid et al., 2001, Bélgica 2002 Thomas et al., y finalmente
en Brasil por Marques et al., 2007.

MmmSC es un microorganismos catalogado como endémico en la mayor parte del
Africa, ademas esta presente en parte de Asia, sobre todo en la India y China,
aunqgue se producen brotes periédicos en algunas partes de Europa mediterranea
(Portugal, Espafia e Italia), en mayo 2009 la OIE publica el listado de los paises
gue se pueden considerar como libres pero aun en observacion, de acuerdo con
las disposiciones de la OIE, que hasta la fecha menciona a los siguientes paises
como libres, Australia, Estados Unidos de América, Portugal, Botsuana, India y
Suiza (WAHID-OIE 2011)
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1.5.2 México

Actualmente existe el acuerdo de la Comisidbn México - Estados Unidos para la
Prevencion de Enfermedades Exoéticas de los animales (CPA) acerca de que
nuestro pais, debe informar a la OIE sobre el entorno zoosanitario del pais en
cuanto a la situacion de MmMmSC ya que hasta la fecha no hay reportes que
demuestren la presencia o ausencia de este microorganismo en el pais, hecho
que es trascendental en los tratados de libre comercio, suscritos con otros paises
gue obligan a tomar medidas necesarias para garantizar el intercambio comercial
de los animales, sus productos y subproductos, siempre y cuando cumplan con las
medidas sanitarias nacionales e internacionales, por lo tanto es necesario que
México informe mediante procedimientos de diagnostico capaces de diferenciar
entre MmMmMSC de distintas infecciones bovinas causadas por otras especies de
micoplasmas, para poder clasificarse como libre de PCB por MmMmSC (CPA
SAGARPA 2008, Diario Oficial SAGARPA 2008).

1.6 Epidemiologia

Mycoplasma spp., afecta a los bovinos de diferentes edades siendo mas
susceptibles animales jovenes que puede presentar una morbilidad del 80 % al 90
% excepto la especie de MmmSC que afecta a (Bos taurus) como a cebues (Bos
indicus) existiendo una distinta susceptibilidad entre ellas, aunado a estos
animales se ha observado el microorganismo en bisontes y yaks causando una
morbilidad de hasta el 100 % y una mortalidad de 30 al 50 % (WAHID-OIE 2011).

1.7 Diagnd@stico

Actualmente se trabaja con diferentes muestras de animales para el diagndstico,
pero se necesita de equipo y reactivos especificos ademas de la experiencia en
este proceso para poder llevar a cabo el aislamiento y la identificacion las
especies de micoplasmas. Esta identificacion se puede realizar por seroldgia o
técnicas moleculares como los diferentes tipos de PCR, aunque estas ultimas
hasta ahora se tienen como metodologias de investigacion, y se recomiendan por

la especificidad y sensibilidad inherentes de las pruebas. Y ya que en la
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micoplasmosis algunos animales no presentan signologia aparente o los signos
clinicos no son patognomonicos por lo que es importante recalcar la importancia
de la tipificacion final. Existen pocos laboratorios que se encarguen del monitoreo
de micoplasmosis ya que en los hatos donde existen animales positivos pueden
resultar negativas por la recurrencia de la enfermedad aunado a lo fastidioso del

cultivo y los costos que este representa (Maunsell 2009, Jaramillo 2009).

1.8 Prevencién y Control

La incapacidad de la quimioterapia para controlar las infecciones por Mycoplasma
spp., ha centrado la atencion sobre la produccion de vacunas para la prevencion
pero sorprendentemente en la actualidad no hay vacunas disponibles. En Europa,
se desarroll6 una vacuna inactivada tetravalente que contenia el virus sincitial
respiratorio, parainfluenza tipo 3 y dos especies de micoplasmas, M. dispar y M.
bovis, que mostré6 poca proteccion contra la enfermedad respiratoria en campo
aunqgue solo se ha probado en algunos hatos de paises Europeos (Howard et al.,
1987). Los resultados recientes de la evaluacion sobre las opciones para evitar la
micoplasmosis sugieren que la mejor medida de control es mantener los hatos
cerrados. Establecer estrictamente las cuarentenas de los animales adquiridos,
pasteurizar adecuadamente la leche y el calostro suministrado a los becerros y el
control de animales infectados o positivos a micoplasmosis, aunado al monitoreo

constante en hatos positivos (Jaramillo 2009).

1.9 Situacion Actual de México

En México se realizd la identificaciébn por inmuinohistoquimica en pulmones con
lesiones de bovinos provenientes de algunos estados del norte de la republica
Mexicana, (Ramirez et al., 2010), con anterioridad Jaramillo et al., 1986 realizaron
el aislamiento de Mycoplasma bovis de neumonias de becerros. (Congreso
Nacional de Buiatria 1987), son los Unicos reportes de micoplasmas asociados a
problemas neumonicos; no obstante, brotes de mastitis bovina por M. bovis fueron
descritos en nuestro pais en hatos lecheros localizados en el municipio de

Zumpango Estado de México por Avila et al., 1983 y Hernandez et al., 1984. Mas
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de veinte afios después se informé de nuevos casos de mastitis involucrando esta
especie de micoplasma en muestras de leche de tanque (Rojas et al., 2008),
igualmente se detectdé anticuerpos contra M. bovis en muestras de suero
sanguineo proveniente de hatos lecheros localizados en los Estados de Coahuila,
Hidalgo y México mediante un ELISA comercial (Nufiez et al., 2008), mas
recientemente Delgado en el 2010 informa sobre el aislamiento de M. bovis en
casos de neumonia y otitis en becerros Holstein.

Para Mmm SC no existen reporte alguno, pero el Comité Internacional aprobé las
Normas recomendadas para los sistemas de vigilancia epidemiolégica de la
perineumonia contagiosa bovina propuestas por la Comision para la Fiebre Aftosa
y Otras Epizootias (ahora denominada Comisién Cientifica para las Enfermedades
de los Animales) en 1999 determind los requisitos que deben cumplir los Paises
Miembros para declararse provisionalmente libres de perineumonia contagiosa
bovina o para solicitar ser oficialmente reconocidos libres de la enfermedad por la
OIE. M. dispar no ha sido identificado en el pais como agente etiolégico de

enfermedades en ganado nacional.

JUSTIFICACION

En un contexto de sanidad animal, bienestar y economia en los hatos pecuarios,
en México no se tiene clara la informacién acerca de la micoplasmosis bovina, no
se conoce que especies estan involucradas en los procesos respiratorios por lo
gue es necesario evaluar la situacion de la micoplasmosis de poblacion bovina en
México, asi como en las zonas de produccion lechera, por medio de estudios que
determinen antes que nada la presencia o ausencia del microorganismo, con la
finalidad de establecer metodologias diagnosticas capaces de diferenciar las
principales especies asociadas a enfermedades respiratorias en bovinos, para
establecer medidas adecuadas del manejo y control de los animales que puedan
ser portadores de la enfermedad y afectar la salud de los animales, produccion y

ganancias economicas
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2.0 HIPOTESIS
Mycoplasma bovis y Mycoplasma dispar son las principales especies de

micoplasmas asociadas a problemas respiratorios en ganado bovino, en unidades
de produccién lactea en México.

3.0 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GENERAL
Aislar e identificar bioquimica y molecularmente las principales especies de
Mycoplasma involucradas en los problemas respiratorios infecciosos de los

bovinos en centros de produccion lechera ubicados en la Republica Mexicana.

3.2 OBJETIVOS PARTICULARES

-Aislar y tipificar bioquimicamente especies de Mycoplasma spp., a partir de
muestras de hisopos nasales de bovinos sanos y con problemas respiratorios.
-Disefiar iniciadores especificos y estandarizar la PCR, para la identificacion de las
especies de Mycoplasma bovis, Mycoplasma dispar y Mycoplasma mycoides.
-Tipificar molecularmente por medio de la PCR los aislamientos de micoplasmas
obtenidos de las muestras de bovinos con problemas respiratorios.

-ldentificar mediante aislamiento y pruebas bioquimicas a las bacterias
relacionadas con el Complejo Respiratorio, Pasteurella multocida, Mannheimia
haemolityca e Histophilus somni.
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4.0 MATERIAL Y METODOS

4.1.1 Zona de Muestreo

Para el estudio, se tomaron muestras de bovinos con problemas respiratorios de
unidades de produccion lactea, ubicadas en la zona de Tizayuca, Hidalgo y en la
region de la Laguna entre los estados de Durango y Coahuila (SIAP- SAGARPA
2008), asimismo se colectaron pulmones procedentes de animales que murieron
por problemas neumonicos y muestras de animales aparentemente sanos de
rastro.

4.1.2 Tamafo de muestra

Para estimar el tamafio de la muestra de los hisopados nasales se realiz6 un
estudio piloto en la zona de Tizyuca con un total de 138 muestras de hisopos
nasales de animales provenientes de hatos con problemas respiratorios, con los
resultados y segun la férmula de muestreo no probabilistico intencional se

determiné el nimero de muestras para el analisis.

n= Azz_zq
Donde:
N = NUmero de muestras
Za= Nivel de confianza deseado Z
d = Error maximo permitido o esperado
p = Probabilidad de éxito o prevalencia establecida
q=1-p
Estudio Piloto
-158 muestras
-42 % Positivos al aislamiento de micoplasmas
-58 % Negativos al aislamiento de micoplasmas
Considerando un 95 % de confianza
n=_1.96%(0.42)(0.58)= 3.8416 (0.2436) = 374 Muestras

(0.05)? 0.0025
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Tamarfo de muestra: El niumero total de muestras colectadas fue de 374, donde
310 muestras fueron hisopos nasales de animales sanos y con problemas
respiratorios, 14 muestras de pulmén de animales que murieron por problemas
respiratorios y 50 pulmones de animales aparentemente sanos tomadas en rastro.

Las diferentes zonas de muestreo se menciona en el cuadro 4.1.

CUADRO 4.1 -Muestras colectadas en las diferentes zonas de estudio.
MUESTRAS Y SITIO DE MUESTREO

PULMON RASTRO ESTADO DE MEXICO 50
PULMON EDO. HIDALGO 14
HISOPO NASAL EDO. HIDALGO 191
HISOPO NASAL TORREON Y DURANGO 119

TOTAL 374

4.1.3 Coleccion de Muestras

Se colectaron dos hisopos de exudado nasal por animal, uno de ellos se introdujo
en tubos de tapon de rosca conteniendo medio de cultivo Hayflick para el
aislamiento de micoplasmas, mientras que el otro se coloc6 en medio Stuart para
el analisis bacteriolégico general, ambos fueron transportados al laboratorio en
condiciones de refrigeracion y mantuvieron asi hasta su procesamiento.

Los pulmones neumonicos fueron colectados con la debida asepsia posible en el

rastro durante el corte de la canal, o durante la necropsia segun el caso.

4.2 Procesamiento de las muestras

Aislamiento de Micoplasmas

Para el aislamiento de micoplasmas se utilizO el medio de cultivo Hayflick
modificado (Hayflick, 1965) (Apéndice ), fundamentado en el medio indicado por
Edward en 1947 que contiene medio base (PPLO), infusién cerebro corazén de
bovino, peptonas de carne, extracto fresco de levadura y suero de caballo.

La muestra de exudado nasal se trabajo de acuerdo a la metodologia establecida

por Tully et al., 1983, donde los tubos conteniendo las muestras en medio de
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cultivo Hayflick se incubaron® por 12 h a 37 °C (primocultivo). Después de la
incubacion se tomaron del primocultivo 30 pl y se depositaron en medio semisélido
Hayflick (Apéndice ) para incubarse de 2 hasta 7 dias en microaerobiosis® a 37° C
con un 80-85 % de humedad; asimismo, se tomé del primocultivo un volumen de
200 pl de la muestra y se depositaron en 1.8 ml de medio de cultivo Hayflick
liquido. Se realizaron diluciones decimales (de 10 hasta 10™), las diferentes
diluciones se incubaron en aerobiosis a 37° C de 24 a 48 h. Los cultivos se
revisaron diariamente para observar cualquier cambio de pH y/o turbidez, aquellos
gue presentaron alguna de las dos reacciones, se sembraron en placas de medio
semisélido. En el caso de las diluciones que no mostraron cambio de pH y/o
turbidez se realiz6 a los 7 dias un pase ciego de 200mpl a 1.8 ml de medio fresco
de Hayflick liquido, este procedimiento se efectu6 hasta por 4 veces para
considerar una muestra como negativa (Howard et al., 1994). Las placas con
medio semisélido fueron observadas con un microscopio estereoscopico® cada 24
h durante 30 dias maximo o hasta observar la morfologia tipica de Micoplasmas
“Huevo Frito” (Tully et al., 1983).

- Purificacion de la cepa

A partir de una colonia tipica de micoplasma se realiz6 la metodologia de
clonacion triple que consistié en tomar una colonia de la placa de agar semisélido
con una pipeta Pasteur que se deposité en medio liquido y fue incubado de 24 a
48 h. Posteriormente el cultivo se resembro el medio de cultivo semisélido para
poder observar la morfologia de la o las diferentes colonias bacterianas de
micoplasma. Este proceso se llevd a cabo en tres ocasiones para confirmar la
morfologia tipica y lograr un cultivo puro, ya que se observo en el primocultivo el

desarrollo de dos a tres colonias diferentes en una muestra (Howard et al., 1994).

1Incubadora FISCHER SCIENTIFIC
2
Microscopio CARL ZEIZZ
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4.3 ldentificacion de Género

Para la identificacion de género Mycoplasma spp., se realizaron las pruebas de
filtracion, no reversion de formas “L” y sensibilidad a la digitonina. Todas las
pruebas fueron realizadas utilizando los aislados frescos de 24 h. de crecimiento.
Howard et al., 1994

-Filtrabilidad: Para desarrollar la prueba, se hicieron pasar 2 ml de cultivo por una
membrana con poro de 0.45 micrometros®, posteriormente se deposité el inoculé
en medio semisdlido para confirmar que las bacterias son filtrables (Tully 1983).
-No reversion de Formas “L”: Esta prueba se realizd, para confirmar la naturaleza
de la clase Mollicutes y descartar la presencia de formas L derivadas de otros
géneros bacterianos cuya sintesis de pared celular fue inhibida por la presencia
de penicilina en el medio de cultivo (Tully 1983).

-Sensibilidad a la Digitonina: La prueba fue realizada para diferenciar a los
géneros Acholeplasma y Mycoplasma pertenecientes a la clase Mollicutes, ya que
morfolégicamente son iguales, se aprovecha la caracteristica de Mycoplasma al
depender de la presencia de esteroles en el medio de cultivo y su inhibicién de
crecimiento al no tenerlos, a diferencia del género Acholeplasma que no requiere
de esteroles para su crecimiento,. La digitonina es un glucésido que disuelve a los
esteroles proporcionados en el medio Hayflick. La prueba se desarrollé realizando
diluciones decimales 107, 10?y 102 del aislado, posteriormente de cada dilucién
fue tomado un volumen de 20 pl para depositarlos en la superficie del medio de
cultivo semisélido permitiendo que resbalara la gota en linea recta. Una vez que
se dejo secar fue colocado un disco de papel filtro saturado con una solucién de
digitonina al 1,5%, la placa fue incubada en microaerobiosis a 37° C con el 80-85
% de humedad. Cada 24 h se observé la placa de agar. Una reaccion positiva a
Mycoplasma spp, se considerd al observar un halo de inhibicion del crecimiento

colonial alrededor del disco de digitonina (Tully 1983, Howard et al., 1994).

3 MILLIPORE
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4.4 Tipificacion Bioquimica

Para la identificacion bioquimica de los aislados de micoplasmas se utilizaron las
pruebas indicadas en el Manual Bergey 's de Bacteriologia Sistematica 2001 para
las especies de Mycoplasma de importancia en bovinos, pruebas que se

muestran en el cuadro 4.2.

Cuadro 4.2 Pruebas bioguimicas para la identificacion de espécies de micoplasmas
PRUEBAS BIOQUIMICAS |

G|M| A TAAN PymM | C

M. bovis N ey + -
M. alkalescens -+ |+ -/- -V -
M. dispar + |+ | - +/+ \Vj -
M. canadense - -+ -/- - -
M. bovigenitalium -l - - -/- \% -
M. mycoides sub mycoides | + | + | - +/+v - +/V
M. californicum -l - - -/- - -
M. arginini I - i
M. bovirhinis + |- |- +/+ - +

G: Glucosa

M: Mapqsa

A: Arginina

T A/AN: Tetrazolio aerobio/anaerobio
Py M: Peliculas y Cristales

C: Caseina

V: Reacciones variables

-Fermentacion de Carbohidratos:

Los carbohidratos utilizados fueron glucosa y manosa al 50 %, donde se adiciono
1 ml que se adicionaron en el medio de cultivo de Hayflick, la prueba fue realizada
depositando 0.5 ml del aislado en 1.5 ml del medio de cultivo adicionado con el
carbohidrato determinado, fue incubado 37°C en aerobiosis y se revisé cada 24 h.
hasta observar un cambio acido en el pH 6 en el caso de un aislado sin cambio, se
incubd incluso 15 dias para determinar un resultado negativo (Howard et al.,
1994).
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-Todas las pruebas fueron realizadas junto con un control positivo y un control
negativo, con la finalidad de observar los cambios de pH, en los aislados en
estudio.

-Hidrdlisis de Arginina: Se realizé inoculando 0.5 ml de cultivo del aislado a 1.5 ml
de medio Hayflick adicionado con 0.2 % de Arginina, se incub6 37°C de 24 hrs.,
hasta 14 dias esperando ver el cambio de alcalinizacion del medio debido a los
productos del metabolismo del aminoacido, como el amoniaco, que elevan el pH
del medio de cultivo a rojo intenso, de acuerdo al indicador utilizado. Se considera
una reaccion negativa cuando no se observo un cambio de pH, maximo en un
tiempo de 15 dias de incubacioén (Tully 1983, Howard et al., 1994).

-Reduccién de Tetrazolio: Se inoculé 0.5 ml del asilado en tubos conteniendo 1.5
ml de medio Hayflick enriquecido con tetrazolio al 2%, asimismo en medio
semisolido con el 2 % de tetrazolio se agrego6 30 pl del aislado, el medio liquido se
incubé a 37 °C desde 1 a 15 dias para observar una reaccién positiva con un
cambio de coloracion del medio liquido de color rojo a purpura intenso, de igual
modo, color alrededor de las colonias en el medio solido cuando un aislado es
positivo, debido a la reduccién del 2,3,5-trifenil-tetrazolio durante el metabolismo
aerobio y o anaerobio de las especies de micoplasma (Tully 1983, Howard et al.,
1994).

-Hidrélisis de Caseina: Para mostrar la protedlisis de la caseina de los aislados se
inocularon 30 pl de cultivo de micoplasmas en un medio de cultivo semisélido
enriquecido con caseina, a una concentracion de 7 partes de medio Hayflick por
una de caseina, El inoculd se incubo en microaerobiosis a 37 © C con 85 % de
CO?, el resultado se observéd como una zona clara debido a la hidrolisis de bajo de
la colonia (Howard et al., 1994).

-Peliculas y manchas: La produccion de peliculas y manchas se observo en el
medio de cultivo Hayflick que se utilizé para el crecimiento de los aislados para las
pruebas bioquimicas, en esta prueba es aparente la actividad lipolitica de los
aislados en el medio de cultivo que contiene el 20 % de suero equino (Howard et
al., 1994).

37



4.5 Propagacion de los aislados

Una vez identificados los aislados, se hicieron crecer como lo indica Tully 1983,
gue menciona, en 2 ml de medio liquido Hayflick se inocularon 200 ul del aislado
de Mycoplasma se incubaron* en aerobiosis a 37°C por 24 a 72 h. Al observar
cambio de pH y turbidez, fue aumentado el volumen a 10 ml con medio Hayflick,
para volver a incubar y posteriormente adicionar 15 ml, 48 h después la muestra
fue centrifugada a 9,300 xg por 45 min para realizar 3 lavados con una solucion
buffer de fosfatos (PBS) pH® 7.2, segin lo indica Tully 1983. Una vez que se
obtuvo la pastilla bacteriana que se concentré y lavd, se almacend a -20°C en

PBS, para posteriormente realizar la extraccion de ADN (Tully 1983).

4.6 Extraccion de ADN

Se consideré el protocolo adecuado para micoplasmas el de Tiocianato de
Guanidina para realizar la extraccion de ADN (Sambrook y Russell 2001).

Para desarrollar esta técnica primero la pastilla bacteriana fue centrifugada® 12
000 xg /15 min después se decanto el sobrenadante.

1.- El primer paso fue la lisis celular que se realiz6 adicionando 500 pl de la
solucion de Tiocianato de Guanidina a la pastilla de micoplasmas y fue colocada
en el vortex para resuspender. Posteriormente se incubd las muestras a
temperatura ambiente durante 10 minutos.

2.- El paso siguiente fue agregar 125 pl de Acetato de Amonio e invirtiendo el tubo
cuidadosamente unas 5 veces, se incubo6 a 4°C durante 10 minutos.

3.- Después se agregaron 500 pl de Cloroformo — Alchol Isoamilico y la muestra
fue centrifugado 12 000 XG durante 5 minutos, lo que provoca que el cloroformo
precipite las sales que fueron utilizadas con anterioridad. Las sales quedaron
sedimentadas en el fondo del tubo, en el centro los restos celulares y en la
superficie los &cidos nucleicos en una solucién acuosa la cual se recuper6 en un

nuevo tubo.

* Incubadora FORMA SCIENTIFIC
® Potenciémetro COLE-PARMER

® Centrifuga THERMO
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4.- Al sobrenadante fue agregado 1 ml de Etanol absoluto, para precipitar el ADN,
posteriormente se centrifugd y decanto el restante del Etanol.

5.- Finalmente se agrego 1 ml de Etanol 70% para lavar la pastilla centrifugando a
12 000 XG durante 5 minutos, se dejo secar la pastilla durante toda la noche a
temperatura ambiente en la campana de flujo laminar.

Para visualizar el producto de la extraccion y evaluar la calidad del ADN se corrio
la muestra en un gel de agarosa ultrapura Promega al 1 %, 5 pl, del producto y 2
ul, de marcador de peso molecular del fago Lambda. Se corrié a 80 volts durante
35 minutos en una solucién de TAE al 1 %. Se evaluo la cantidad de ADN en el

Espectrofotometro’.

4.7 Técnicas moleculares para las diferentes especies de Micoplasmas

4.7.1 Analisis de secuencias y disefio de iniciadores

Se realizé el analisis bioinformatico, de las secuencias del gen que codifica para la
oligopéptido permeasa (oppD y oppF) de M. bovis, para el gen de la subunidad
beta de la ARN polimerasa (rpoB) de M. dispar y para el gen del RNA ribosomal
16S (RNAr 16S) del grupo Mycoplasma mycoides para el disefio de los iniciadores
especificos correspondientes. De igual modo, se analizaron las secuencias
descritas por L"Abee-Lund et al., 2001 para la secuencia del gen RNAr 16S para
identificar al género Mycoplasma spp, el cual se aplicaria a aquellos aislados no
identificados.

Todos los iniciadores se analizaron por medio del programa Oligo analyzer 3.1 de
Integrated DNA Technologies (IDT) donde se puede observar la temperatura
media de cada iniciador, cantidad de Guanina Citocina y mediante la medicién de
Energia Delta Gibbs o Delta G que es la cantidad de energia que sirve para
calcular si una reaccion puede ocurrir de forma espontanea como la formacion de

horquillas o dimeros dentro de las secuencias de los iniciadores

" Nanodrop ND-1000
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Cuadro 4.3 Iniciadores utilizados para la tipificacion molecular
Producto | Contenido | Temperatura | Orquilla

Dimeros
Delta G
Kcal/mol

Iniciadores
5.3

M. bovis oppD oppF  F-CTTTTAGCTCTTTTTGAACAAAT 26.1 482 0.43 6.34
AF130119 2004 pb 1900
R-GGCTCTCATTAAGAATGT 421 AT 8 -0.87 -5.37
M. dispar rpoB F-GAGTTACTTCTCTTGGTCCTGGAGGTC 519 597 -0.71 -4 67
DQ112172 1775 pb
R-CAATGGAATTGAATCTGATATTGCCCGC 44 8 599 005 -536
M. mycoides ADNr 165 F-GAGAGTTTGATCCTGGCTCAGG 54 5 573 -1.53 -£.62
NC005364 1527 pb 970
R-CGGGACCATTCCAAGAAGCAC 571 58.5 -1.34 -4.64
Mycoplasma ADNr 165 F- CTGGCTGTGTGCCTAATACATGC 522 583 =30 -£.21
1445 pb
SPP- R-CTTCGGGCATTACCAGCTCC 1370 60 582 -1.02 £.34

Mycoplasma bovis:

Ya que los iniciadores se tenian previamente disefiados y obtenidos del articulo de

Hotzel H et al., 1999, posteriormente, se analiz6 la secuencia en el programa de

National Center for Biotechnology Information (NCBI), con el programa Basic Local

Alignment Search Tool (BLAST®), para verificar la especificidad de estos

iniciadores, la homologia, la cobertura y la identidad entre especies que comparte

elgenoppDyF.

>0i|7248453|gb|AF130119.1| Mycoplasma bovis oligopeptide permease D (oppD)

and oligopeptide permease F (oppF) genes, partial cds

61
121
181
241
301
361
421
481

aagcttcagt
taatttcgca
ctggcaaaat
atacatgagc
aaggaacccec
actttgcctt
ataaagcagc
tagaacatag

aaaaaagtca

tttagctctt
taacattagt
tgttgaaaga
gcttatctcg
accagatatg
agaaattgac
aacgtgacta
actaaaaagt

ttttagaaat

tttgaacaaa
gttgtcgcta
ggaactagaa
gctatacctg
gcaaacttac
tatgaaaaag
cttcaccctg
tttagaaagg
tcaagatctt

tacgtcaaga
agttttgtga
aagatatttt
aaaatgatga
ctatcggtga
aaccaccatt
atgcaccaaa
tatttaaaga

aaaaagtact

gtacaatata
atatatttat
tactaatcca
tgagagatta
cccttttgea
aattgaaatt
aatacaaaga
cgatgaagaa

ttttaaataa

tcaataattt
gttatgtatg
gctcaccctt
ttctcaattc
cctagaaatg
aatagtcatc
ccaaaagaat
taacgacaat

cggtaaggtc
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541
601
661
721
781
841
901
961
1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381
1441
1501
1561
1621
1681
1741
1801
1861
1921
1981

aacaaagctg
ggtgagtcag
tttaatggtt
cgcgaaaagt
aacggccaaa
aagcaaaaaa
acatttttgc
tctagcacat
aacttatcta
atggaaagct
tacgaaaagc
aatgctacaa
gatgcattaa
aatgattatt
gagatcaaaa
aactataaaa
aagttaagtt
actaatagtt
gttgctaagt
aaccattcta
gctcaaaagg
gaagctgctg
tataacaaaa
cttttatata

aatgaagcgt

ttgatggtgt
gaagtggaaa
ttgttacttt
ttttgcgtaa
aaactatcta
ctgatgatct
tttatgctaa
tttttcctaa
ttgatgaaaa
caattattaa
aagcgcagtt
aggaactaga
acaaattaag
tattaactaa
tttgccgtta
aagagctaac
atttatcaat
tttacattga
taataattga
atgaattaga
aaattattca
agcaaaaatt
atattcaaaa
aaaatttaaa

tttttgaaaa

Mycoplasma dispar:

gtcatttaaa
aaccactgtt
agatgatcaa
aagagtgcaa
tagcattctt
atttagtgac
aaagttaaaa
atgatcagat
ttttgtttct
tgagatgtac
tagaaataat
attaactaaa
tgaattagac
caaaaacgct
tgcaagatta
caacaaaata
agatcaaatt
acacttagaa
atctgattat
atttaattca
ttcaaaagat
ggctaatgct
tcaaattaag
aactcagcaa

gctt

ttacatgaag
ggacgttcaa
atcattagcg
atgatctttc
aaagaacctt
tgaaaaaaag
attaaaaacc
agactaattg
tattttaact
tcaaacacag
gatgtcactt
aaattatgta
aaagaattga
tttaataatt
aatacttacg
aggttagatg
cgtaaattta
tcactcccaa
aactttgatg
gcacttagga
gaaaaaccag
gagaaagttt
caattagaca

ggtattaatg

gtgaaatagt
ttctaaggct
gagaaagcat
aagatccaca
tagttgtcaa
ttactgagaa
ttaaggcaat
actttaagtt
acttagaaga
atcaattaat
ttgacgaatt
agtattcaca
aagagttaaa
ttctttcgga
acatagattt
taatcaaaaa
ttgctgaatt
tttctaaaga
ttaatgaata
atattgaaga
cttttggcaa
tcaaagctga
aagacattct

atctcaagtt

cggtctaatt
ttatgacgat
ttctaaaaaa
cgcgtcttta
taacataatt
ctttcaattt
taatgagcca
tgactgggaa
aaaacaaaca
ggctttctat
agactatata
aaagcaatat
aagtaatcaa
atataagaac
ttactttttt
atataagtct
aaacaaatat
ctttaaagca
tctaaagtta
ttcaatcaag
gaaagaatta
aaacgataaa
taatgagagc

taaaaagatt

Se analizé la secuencia del gen rpoB, se disefiaron los iniciadores con los

programas Oligo analyzer 3; en tanto que, la secuencia producto fue analizada con

el programa BLAST®

Secuencia de M. dispar con los iniciadores disefiados.

>gi|73697646|gb|DQ112172.1|

Mycoplasma dispar

polymerase beta subunit (rpoB) gene, partial cds

1 ttaatcctct

61
121
181

taaatcgtga
tttgtcctgt

tttcaaaaat

taccgcccaa
tgaaactcct

caataaatac

tggtgaaatg gcaaacaaaa gaagagttac
tttgaggttc gggatgtgca
gaaggtcaaa acatcggttt
ggttttatta tcacccctta

strain ATCC 27140

ttctcttggt
ctcaactcac
aattcttaat

ttataaagta

cctggaggtc
tacggtcgaa
ttttctgttt

acaaatcgcg

RNA
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241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
901
961
1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381
1441
1501
1561
1621
1681
1741

ttgtcgattt
cccaatcttce
gaaaaaatca
caatgcaaat
accgtgcgcect
caccgcttgt
gcgcaaccgt
gcgaatcaca
ttttacaaaa
atggtccttc
gcacttgata
acgatgtttt
caggaaacga
ttgatgctaa
gaagaacatc
tttggggtaa
gcggaaccgt
gtgtcggaat
aaatggcagg
tgccgttttt
cgcggatgaa
atacaaaatt
ttgccgaggce
aagcttttga
ttgatgataa
taggtggaaa

taaacaagtt
aatcgaaatt
aacttacctt
gacttcaatt
tatgggttca
tgcaactgga
tagtggaaaa
aaaaattcat
accaacagtt
aactgacaac
tggttataat
tacctcaatt
tgttctaact
cggaatcgta
gccaaaagga
aaaagcactt
tatcgatgtt
gcttgttaaa
tcggcacgga
agaagacgga
tatcggtcaa
tgtcacccca
aaatattcct
gaatccagtt
aatgcatgca

atcacaaaat

cattgactta
gacaaaaaaa
gttcttgact
tcagcatcag
aacatgcaac
attgaatctg
gtagtttttg
tatttacgtg
aaagttggtg
ggtgaacttg
tacgaagatg
cacattcagg
gccgaagttc
atcgttggtt
gaagataatc
gcacaaaaag
caaattcttt
atcttgatcg
aataaaggtg
actcccgttg
gttttagaat
gtttttgacg
gaatcaggaa
tctgttggtt
agatcaatcg

ggtgggcaaa

cagccgcgga
atagaattgt
cagaacaagt
caattccttt
gtcaagcagt
atattgcccg
tcgattcaaa
cttttgaaaa
atgttgtcaa
cccttggaaa
ccatcatttt
aacaaactat
ctaatgcttc
cagaagttga
caaccgctga
acacttcact
ctcgcgatca
cccaaaaaag
ttgtttcgat
atgtcgtcct
tgcaccttgg
gaattaaaat
aattcaaatt
atatgtatat
gaccttattc

gattc

agaatacgga
tgctgataaa
cgattatatc
tttggaaaat
gccgcttatt
cttttcagca
aaaagtcatt
gtccaaccaa
aaaaggacaa
aaatgttctt
aagcgaaaag
taaattccgt
gacaaaatca
tactggtgat
agaaaaatta
tcgtgttaaa
aggtgacaat
aaaggttaaa
agttcttcca
aaacccgcaa
aatggcagca
tgatactatc
atttgacgga
gctgaaatta

actaacaaca

ctaagttttg
ttaacagttc
gatgtttctt
aacgatgcta
aaatcagaag
accaatttac
attaacgatg
gaaacactaa
ctaatttgcg
gttgctttca
ctcgtaaaag
tcttcaaaag
cgcgcccatce
attttagtcg
atggcggcaa
aatggtgaag
ctcgaagaag
gttggcgaca
gttgaagata
ggtgtgcctt
aaaagattaa
aaaagtttgt
attactggtc
caacatatgg

cagcaacctt

M. Mycoides subsp. mycoides: Para las especies del grupo mycoides primero se

tomo la secuencia completa del gen que codifica para el gen del RNAr 16S, se

disefiaron los iniciadores con la secuencia de Mycoplasma mycoides subsp. capri,

se analizaron con Oligoanalizer 3.1

>@i|153946368|gb|EU016367.1| Mycoplasma mycoides subsp. capri 16S ribosomal
RNA (rrnB) gene, partial sequence

1
61
121
181
241

aaaatgagag
tcgaacggag
tcatagcggg
catgagaaaa

ctagtaggtg

tttgatcctg
gtgcttgcac
ggataacttt
gatcaaaaga

agataatagc

gctcaggata
ctcagtggcg
tggaaacgaa
accgtttggt

ccacctaggc

aacgctggcg
aacgggtgag
agataatacc
tcactatgag
gatgatacgt

gcatgcctaa
taacacgtat
gcatgtagat
atggggatgc

agccgaactg

tacatgcaag
ctaacctacc
cttattatcg
ggcgtattag
agaggttgat
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301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
901
961
1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381
1441
1501

cggccacatt
ttcacaatgg
gtaaagctct
ccttaccaga
gcgttatccg
aagtccggag
aagcggaatt
aagcggctta
tagataccct
ctgcagctaa
ggaattgacg
gaaccttacc
tgagacaggt
caacgaacgc
ctagtgtaag
gctacacacg
ctcaaaaaac
cactagtaat
gcccgtcaca
gcttcccaag

gtgcggatgg

gggactgaga
acgaaagtct
gttgtaaggg
aagccacggc
gatttattgg
ctcaactccg
ccatgtgtag
ctggcttgtt
agtagtccac
cgcattaagt
gggacccgca
agggcttgac
ggtgcatggt
aacccttgtc
ctagaggaag
tgctacaatg
cagtctcagt
cgcgaatcag
ccatgagagt
gtaggactag

atcacctcct

tacggcccag
gatgaagcaa
aagaaaaaat
taactatgtg
gcgtataggg
gttcgccttg
cggtgaaatg
attgacgctg
gccgtaaacg
actccgectg
caagtggtgg
atccagtgca
tgtcgtcagt
gttagttact
gtggggatga
gctggtacaa
tcggattgaa
ctatgtcgcg
tggtaatacc

cgattggggt
ttet

actcctacgg
tgccgcgtga
aaagtaggaa
ccagcagccg
tgcgtaggcg
aaaactgtat
cgtagatata
aggcacgaaa
atgagtacta
agtagtatgc
agcatgtggt
aagctataga
tcgtgccgtg
aacattaagt
cgtcaaatca
agagttgcaa
gtctgcaact
gtgaatacgt
agaagtaggt
gaagtcgtaa

gaggcagcag
gtgatgacgg
atgactttat
cggtaataca
gttttgcaag
tactagaatg
tggaagaaca
gcgtggggag
agtgttgggg
tcgcaagagt
ttaattcgaa
gatatagtag
aggtgttggg
tgagaactct
tcatgcccct
tcctgtgaag
cgacttcatg
tctcgggtct
agcttaaccg

caaggtatcc

tagggaattt
ccttcgggtt
cttgacagta
taggtggcaa
tttgaggtta
caagagaggt
cctgtggcga
caaataggat
taactcagcg
gaaactcaaa
gcaacacgaa
aggttaacat
ttaagtcccg
aacgagactg
tatgtcctgg
gggagctaat
aagccggaat
tgtacacacc
tttggagagc
gtacgggaac

>Qi|127763381:c88427-86901 Mycoplasma mycoides subsp. mycoides SC str.

PG1 chromosome, complete genome

1
61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
901
961

taaaatgaga
gtcgaacgga
ctcatagcgg
gcatgagaaa
gctagtaggt
tcggccacat
tttcacaatg
tgtaaatctc
accttaccag
agcgttatcc
aaagtccgga
taagcggaat
aaagcggctt
ttagataccc
gctgcagcta
aggaattgac

agaaccttac

gtttgatcct
ggtgcttgca
gggataactt
agatcaaaag
gagataatag
tgggactgag
gacgaaagtc
tgttgtaagg
aaagccacgg
ggatttattg
gctcaactcc
tccatgtgta
actggcttgt
tagtagtcca
acgcattaag

ggggacccgce
cagggcttga

ggctcaggat
cctcagtggce
ttggaaacga
aaccgtttgg
cccacctagg
atacggccca
tgatgaagca
gaagaaaaaa
ctaactatgt
ggcgtatagg
ggttcgecctt
gcggtgaaat
tattgacgct
cgccgtaaac
tactccgcecct
acaagtggtg

catccagtgc

aaacgctggc
gaacgggtga
aagataatac
ttcactatga
cgatgatacg
gactcctacg
atgccgecgtg
taaagtagga
gccagcagcc
gtgcgtaggce
gaaaactgta
gcgtagatat
gaggcacgaa
gatgagtact
gagtagtatg
gagcatgtgg

aaagctatag

ggcatgccta
gtaacacgta
cgcatgtaga
gatggggatg
tagccgaact
ggaggcagca
agtgatgacg
aatgacttta
gcggtaatac
ggttttgcaa
ttactagaat
atggaagaac
agcgtgggga
aagtgttggg
ctcgcaagag
tttaattcga

agatatagta

atacatgcaa
tctaacctac
tcttattatc
cggcgtatta
gagaggttga
gtagggaatt
gccttcgggt
tcttgacagt
ataggtggca
gtttgaggtt
gcaagagagg
acctgtggcg
gcaaatagga
gaaactcagc
tgaaactcaa
agcaacacga

gaggttaaca
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1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381
1441
1501

ttgagacagg
gcaacgaacg
gctagtgtaa
ggctacacac
tctcaaaaaa
atcactagta
ccgcccgtcea
gcgcttccca

acgtgcggat

tggtgcatgg
caacccttgt
gctagaggaa
gtgctacaat
accagtctca
atcgcgaatc
caccatgaga
aggtaggact

ggatcacctc

ttgtcgtcag
cgctagttac
ggtggggatg
ggctggtaca
gttcggattg
agctatgtcg
gttggtaata
agcgattggg
ctttcta

ttcgtgcegt
taacattaag
acgtcaaatc
aagagttgca
aagtctgcaa
cggtgaatac
ccagaagtag

gtgaagtcgt

aaggtgttgg
ttgagaactc
atcatgcccc
atcctgtgaa
ctcgacttca
gttctcgggt
gtagcttaac

aacaaggtat

gttaagtccc
taacgagact
ttatgtcctg
ggggagctaa
tgaagccgga
cttgtacaca
catttggaga
ccgtacggga

Posteriormente se alinearon las secuencias de las especies del grupo mycoides,
con el programa Multiple Sequence Comparison by Log- Expectation (MUSCLE)
de Europan Molecular Biology Laboratory, European Bioinformatics Institute
(EMBL-EBI), donde se pudieron determinar las secuencias constantes y variables
de los genes para ubicar los iniciadores en las secuencias conservadas,ya que el
producto de PCR identifica a las especies del grupo Mycoides.

Después, las secuencias, se analizaron con el programa Restriction Mapper
Output, para realizar un mapeo de restriccion con cada una de las secuencias,
para obtener una mejor tipificacién del grupo mycoides con aquella enzima que
permitiera diferenciar a Mycoplasma mycoides subsp. mycoides SC, especie que
es importante descartar en nuestros aislados y al realizar el ensayo virtual como lo
muestra el cuadro 4.4 se observa que la enzima de restriccién Alul obtenida de
Arthrobacter luteus funciona para diferenciar ya que realiza tres cortes en SC y

cuatro en Mm subsp. capri.

Cuadro 4.4 Ensayo virtual con Alul

Especie Enzima [Secuencia |Frecuencia [Posicion de Corte
Alu

Mmmc AGCT 235, 605, 235

Mmm SC lul

AGCT 32 , 421, 605
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Mycoplasma spp:
Después de realizar los protocolos de la PCR para M. bovis, M. dispar y

Mycoplasma del grupo mycoides, no fue posible identificar algunos aislados asi
gue para corroborar si pertenecian al género Mycoplasma spp., se trabajé con una
PCR previamente estandarizada, empleando los iniciadores descritos por L"Abee-
Lund et al., 2001 para la secuencia del gen RNAr 16S de Mycoplasma spp, ya que
se tenian previamente disefiados y obtenidos por . Esta secuencia fue analizada
también con el programa Basic Local Alignment Search Tool (BLAST®) del
Information (NCBI),

especificidad de los iniciadores, su homologia, cobertura e identidad entre

National Center for Biotechnology para verificar la

especies de micoplasmas.

>(i|13445780|gb|AF340023.1| Mycoplasma sp 16S ribosomal RNA gene, partial

sequence

61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
901
961

1021
1081
1141
1201
1261

acgctggctg
atgggtgagt
gctaataccg
tcactaaaag
gatgatgttt
actcctacgg
cacagcgtgce
agtagaggaa
ccagcagccg
tctgtaggtt
gatactggca
cgtagatatt
tgagagacga
cgatgatgat
gagtagtatg
gagcatgtgg
aaagctatag
ctcgtgtcgt
ttttctaggg
gcctcttacg
gcgacgtcaa

tacatgaagt

tgtgcctaat
aacacgtact
gatacttata
attggggtgc
agcggggttyg
gaggcagcag
aggatgaagg
atgctattgc
cggtaataca
gtatgttaag
tgctagaatt
aggaagaaca
aagcgtgggg
tagctgatag
ctcgcaagag
tttaatttga
agatatagtg
gagatgttcg
agactgcccg
agtggggcaa
gcaaatctca

cggaatcgct

acatgcatgt
taacatgcct
tggttcgcat
ggaacattag
agagactgat
tagggaattt
ccttcgggtt
cttgacggta
taggttgcaa
tctggcgtga
gtgtagaggt
tcaacatggc
agcaaacagg
taraactatc
tgaaacttaa
agatackcgt
gaggctaacg
gttaagtcct
agtaattggg
cacacgtgct
aaaaaccatt

agtaatcgta

cgagcggagt
tttagattgg
gaactatata
ctagttggta
ccgccacact
tccacaatgg
gtaaactgct
ccttgtcaga
gcgttatccg
aaacttgggg
tagcggaatt
gaaggcagct
attagatacc
ggcacagcta
aggaattgac
agaaccttac
gaatgacaga
gcaacgagcg
aggaaggtgg
acaatggatg
ctcagttcgg

gatcagctac

tcttcggaac
gacaacgatg
taaaagaagc
aggtaatggc
gggactgaga
acgaaagtct
gttataaggg
aagcaacggc
gaattattgg
ctcaacccca
cctagtgaag
aactgggcac
ctggtagtcc
acgcattaaa
ggggatccgc
ccactcttga
tggtgcatgg
caacccttgt
ggacgacgtc
gtacaaagag
attgtagtct

gctacggtga

ttagcggcga
agaaattatc
ctttaaagct
ttaccaaggc
tacggcccag
gatggagcga
aagaaaaagc
taactatgtg
gcgtaaagcg
aattgcgttg
cggtgaaatg
atattgacac
acgctgtaaa
tcatccgcect
acaagcggtg
catcttccge
ttgtcgtcag
ccttagttaa
aaatcatcat
aagcaaaacg
gcaactcgac

atacgttctc
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1321 gggtcttgta cacaccgccc gtcacaccat gggagctggt aatgcccgaa gtcggttttg
1381 ttaactacgg agacaactgc ctaaggcagg gccggtgact ggggtgaagt cgtaacaagg
1441 taaca

Cuadro 4.5 Analisis de productos PCR BLAST de NCBI.

Producto Descripcion % ldentidad % Cobertura
Amplificado

Mycoplasma bowis PG 45 MU
Mycoplasma bovis Gen Oligopeptido permeasal y F 100 100
Mycoplasma bowis Hubei-1 100 100
Mycoplasma agalactiae 5632 86 99
Mycoplasma agalactiae PG2 86 99
Mycoplasma dispar ATCC 27140 16 S polimerasa 100 100
Mycoplasma flocculare Ms 42 16 S polimerasa 96 96
Mycoplasma conjuntivae HRC 92 93
Mycoplasma conjuntivae HRC 18 S polimerasa 92 93
Mycoplasma conjuntivae Goat 655 16 S polimerasa 95 D
M. grupo Mycoplasma mycoides subsp. mycoides SCstr. Gladysdale SC 100 100
mycoides Mycoplasma mycoides PG1 100 100
Mycoplasma mycoides capri LC 95010 99 100
Mycoplasma mycoides LC 16 S nbosomnal genoma completo 99 100
Mycoplasma mycoides LC16 5 polimerasa 99 100
Mycoplasma Mycoplasma canis 16S ribosomal RNA secuencia parcial 99 100
spp. Mycoplasma edwardii 165 ribosomal RNA 99 100
Mycoplasma cynos strain H831 165 nbosomal RNA secuencia 98 100
parcial
Mycoplasma bovirhinis gene for 165 rRNA a7 100
Mycoplasma sp. 16 ribosomal secuencia parcial 96 100
Mycoplasma bovis PG45 genoma completo 91 100

4.7.2 Estandarizacion de la Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR)

Para la estandarizacion de las reacciones de la PCR y como controles fueron
utilizadas las cepas tipo de Mycoplasma dispar cepa 462/28, Mycoplasma bovis
cepa Donneta’, Mycoplasma mycoides subsp. capri, cepa tipificada
molecularmente previamente en el laboratorio de Micoplasmas de la FMVZ-
UNAM.

Los reactivos se utilizaron con las mismas concentraciones para las diferentes
reacciones, los DNTP'S 10 mM (micromolar), Buffer 10 X, Cloruro de Magnesio™
50 mM, la TAQ polimerasa®® se utilizé6 en una concentracién de 500 Ul (Unidades
Internacionales) y los iniciadores'’ 20 picomolar. EI ADN de las cepas control fue

® Donada por la Universidad de Aarhus Dinamarca
® Donada por la Universidad de Aarhus Dinamarca
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cuantificado con el NanoDrop, que arrojé las siguientes lecturas promedio: M.
bovis 207.3 ng/ pl, M. dispar 181.0 ng/ ul, M. mycoides subsp. capri 714.6 ng/ pl.

Mycoplasma bovis

La PCR de la cepa tipo de Mycoplasma bovis se realizé con el protocolo
establecido por Hotzel 1999, con algunas modificaciones para la optimizacion en
la temperatura de alineacion. Para determinar la especificidad de la reaccion se
utilizo, la cepa tipo de M. dispar y Mycoplasma mycoides subsp. capri. Se realizé
un gel de agarosa® al 1.5% en 50 ml de TAE 1X (Tris Acido Acético EDTA), los
productos se cargaron junto con el buffer de carga 0,2 % de Azul de Bromofenol
y 0,2% de Xyleno-Cianol y se utilizo el marcador de peso molecular 1 kb plus, se

corrié a 80V por 40 minutos, tefiido con bromuro de etidio

96°C [/ 4 94°C [ 307 72°C [1" 30" 72°0 T'

50°C 45"

_________________________________________

30 CICLOS
M. bovis

Figura 4.7.2.1 Condiciones de la PCR para M. bovis.

Una vez estandarizada la PCR, se realizaron diluciones del ADN que inicialmente
se encontraba en 207.3 ng/ul y para poder observar la sensibilidad de la PCR con
la cantidad minima de ADN, de la extraccion de ADN se realizaron 6 diluciones
dobles seriadas en un volumen final de 50 pl. Las concentraciones de ADN que
quedaron en las diluciones fueron: 103 ng/ pyl, 52.3 ng/ pl, 26 ng/ pl, 13 ng/ pl,
6.5 ng/ uly 2 ng/ul.

YpROMEGA
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Mycoplasma dispar

Para M. dispar se estandarizé la PCR realizando un primer ensayo con
temperaturas de alineacion en gradiente sefialado en el programa Oligoanalizer 3
de Integrated DNA technologies (IDT), que fue 59.1°C y la del proveedor de los
iniciadores INVITROGEN 68 °C por lo que se tomé el gradiente desde 60 a
65.1°C. El amplicén que se observé mejor definido y mas limpio fue el de la
temperatura de 63.1°C, la que se tomd para la PCR. Para determinar la
especificidad de la reaccion se utilizaron las cepas tipo de M. bovis y Mycoplasma
mycoides subsp. capri.

96°C /1 4 94°C [ 30" 72°c / &0" 72°C [ &

63.5°C /40"

30 CICLOS
M. dispar

Figura 4.7.2.2 Condiciones de la PCR para M. dispar

Para determinar la sensibilidad de la prueba se realizaron diluciones de la
concentracion inicial de 187 ng/ul, por lo que se prepararon 8 diluciones dobles
seriadas en un volumen final de 50 ul para determinar la cantidad minima de ADN
detectada en la PCR, con las siguientes cantidades 150 ng/ pl, 72 ng/ ul, 46 ng/ pl,
17 ng/ pl, 9 ng/ pl, 4.5ng/ul, 1.1 ng/pl.

Mycoplasma mycoides

Para M. mycoides se estandariz6 con una PCR de gradiente con las temperaturas

de alineacion de los iniciadores, para ello fue tomada en cuenta la que arrojo el

resultado del programa Oligoanalizer 3 de IDT, que fue de 73 °C y la del proveedor

de los iniciadores IBT(Instituto de Biotecnologia- UNAM) 68.1 °C, por lo que se

realizé un gradiente de 58 hasta 70°C, que amplifico el tamafio esperado de 970
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pb, por lo que se selecciond la temperatura mas alta y ya, que los iniciadores
codifican para una secuencia muy conservada del gen RNAr 16S, se usaron como

controles de especificidad a M. bovis y M. dispar.

96°C / 94°C /35" 72°C/ 60" 72°C/

69°C / 50”

1
1
1
1
1
|
| 4°C =
|
1
1
1
1
1
1

28 CICLOS

Figura 4.7.2.3 Condiciones de la PCR para Mmmc

Mmm

Una vez comprobado que las condiciones de la PCR solo amplificaban para el
grupo Mycoides, se realizé el ensayo con la enzima de restriccion Alu I, el cual

consistié en realizar una reaccion que se muestra en el cuadro 4.6.

Cuadro 4.6 Condiciones para la Reaccion con la enzima de restriccion ALU |

REACTIVOS | CANTIDAD

Buffer 10 x 2 pl

Alu | 1l
Producto ADN 10 pl
=1yg

Agua estéril 7

El producto de la reaccion de PCR a analizar se incub6 a 37°C por 1 h en bafo de
recirculacion, temperatura de activacion de la enzima, después se incub6 65 °C 20
minutos para la inactivacion de la enzima. Los productos de la digestion se
visualizaron en geles de agarosa al 2% en 50 ml de TAE 1X (Tris Acido Acético
EDTA), se utilizé el marcador de peso molecular Trackit™ 50 Pb, el gel se corrié a

75 V durante 120 min, tefiido con bromuro de etidio.
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Mycoplasma spp.
La PCR para la identificacion de Mycoplasma spp., se realiz6 de acuerdo al

siguiente protocolo: mostrado en la :

96°C/5  94°C/48" 72°C/ 2 -

65°C /60"

|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
I
I
I
I
I
I
I
|
|
|
|
L

Mycoplasma spp.

35 CICLOS

Figura 4.7.2.4 Condiciones de la PCR para Mycoplasma spp.

4.8 ANALISIS BACTERIOLOGICO
Los hisopos nasales de bovinos fueron transportados en el medio Stuart a
temperatura de refrigeracibn hasta su procesamiento en el laboratorio. El
aislamiento bacteriologico fue realizado segun la metodologias de Birberstein E. y
Yuan Chung 1994, asi como Barrow Gl y Feltham RK, 1993. Las muestras se
sembraron en placas con medio de Agar Chocolate para favorecer el aislamiento y
desarrollo de Histophilus somni, al tiempo también se sembraron en agar sangre y
agar Mac Conkey, éstas se incubaron a 37°C en aerobiosis; mientras que las
placas de agar chocolate se incubaron a 37°C en microaerobiosis, luego de 24 a
48 h se observaron las placas para el analisis y separacion de colonias
bacterianas de interés, orientado a la busqueda de Pasteurella sp.,, Mannheimia
sp, e Histophilus somni; se realizé la tincion Gram para identificar bacterias Gram
negativas, a las cuales se les realizé la prueba de oxidasa y catalasa para asi
poder inocular al aislado en el medio TSI (triple azucar hierro), el cual fue incubado
37°C de 18 a 24 h tal como lo sefala el cuadro 4.8. Solo las reacciones que
resultaron con acidificaciéon del medio en la superficie y en el fondo presentando
una coloracion amarilla, se tomaron en cuenta para inocular las pruebas
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complementarias y asi llevar a cabo la identificacion los géneros referidos

asociados a problemas respiratorios en bovinos.

Cuadro 4.8 Diagrama proceso identificacion bacterioldgica.

AGAR SANGRE AGAR AGAR MAC CONKEY
CHOCOLATE

COLONIAS BACTERIANAS
DESCRIPCION MACROSCOPICA
TINCION DE GRAM

GRAM (-)
-OXIDASA

-CATALASA

-TRIPLE AZUCAR HIERRO

SIM

UREA
REDUCCIONNITRATOS
MANITOL

RAFINOSA
TREHALOSA
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4.9 ANALISIS ESTADISTICO

Los resultados de esta investigacion se analizaron con el Programa EPIDAT 4.0
para evaluar la concordancia entre la Identificacion bioquimica y la tipificacion
molecular con la PCR, calculando el valor de Kappa de Cohen segun el cuadro de
Landis y Koch. Epidat 3.1., Para la correlacion entre la presencia de micoplasmsa
y enfermedad en los bovinos muestreados se utilizo el programa estadistico SPSS
20 (Bernad Rosner, 2000), con la prueba No paramétrica de Sperman, misma
prueba que se utilizara para la correlacion de Mycoplasma y la presencia de

bacterias asociadas.

1 programa EPIDAT 3.1 Organizacién panamericana de la salud.
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5.0 RESULTADOS

5.1 Aislamientos de Mollicutes

Con respecto a 374 muestras totales analizadas se detecté en 132 de ellas la
presencia del microorganismo de la clase Mollicutes.

De las 132 positivas a Mollicutes, 122 correspondieron al género Mycoplasma y
12 al género Acholeplasma. En tanto que, en dos de las muestras se observo la

mezcla de ambos géneros.

Mollicutes

Negativos
252, (65%)

Grafico 5.1 Mollicutes aislados del total de muestras de bovinos con problemas respiratorios

5.1.1 Aislamiento de Mycoplasma en los diferentes grupos de estudio
De 374 muestras se encontrd6 un mayor porcentaje de animales positivos en la

zona de Hidalgo en muestras de hisopo nasal.
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Cuadro 5.1 Muestras positivas a Mycoplasma spp., en los diferentes grupos de estudio.
MUESTRAS Mycoplasma % de Mycoplasma % de

(+) positivos ) negativos
pulmoén de rastro 50 0 0 50 100
Pulmén de Hidalgo 14 10 71.4 4 29.6
Hisopo nasal 191 73 38.2 118 61.8
Hidalgo
Hisopo nasal 119 39 32.77 80 67.2
Durango - Torredn
TOTALES 374 122 33 252 67

5.1.2 Correlacion de la presencia de Mycoplasmas y la presencia de
signologia clinica en los hatos en estudio

De las 122 muestras positivas al aislamiento de Mycoplasma spp., procedentes de
hatos de animales con problemas respiratorios, 109 presentaban signologia
respiratoria, como: secrecion nasal, tos, neumonia, epifora y baja condicion
corporal por neumonia crénica, de éstas 99 fueron de hisopados nasales y las 10

restantes de pulmén, grafico 5.1.2.,

ANIMALES POSITIVOS A Mycoplasma
E SANOS =mENFERMOS

HISOPO NASAL 99

PULMONES 10

Grafico 5.1.2. Correlacion de animales positivos a Mycoplasma y la presencia de signologia clinica
respiratoria.

Con los resultados se realizé la prueba No paramétrica de Sperman, utilizando el
programa IBM SPSS 20 para correlacionar el estado clinico y la presencia de
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Mycoplasma spp. El valor calculado de la significancia de correlacion entre las
variables fue de 0.000. Siendo este menor al valor critico de P< 0.05 (alfa de 5%)
con un intervalo de confianza del 95 %, se determind que, si existié correlacién
entre la signologia respiratoria y la presencia de micoplasmas. El estudio arrojé un
valor calculado de Rho (0.461), sefialando un nivel de correlacion moderada entre

las variables, Cuadro 5.1.2.2

Cuadro 5.1.2.2 Analisis estadistico de la presencia de micoplasma y signologia respiratoria.

Positivos alSignologia
Mycoplasma Respiratoria
Coeficiente de .
» 1.000 461
correlacion
Positivos Mycoplasma )
Sig. (bilateral) . .000
N 374 372
IRho de Spearman
Coeficiente de .
. .461 1.000
correlacion
Signologia Respiratoria )
Sig. (bilateral) .000
N 372 372

**_La correlacion es significativa al nivel 0,01 (bilateral).

5.1.3 Tipificacion bioquimica de las diferentes especies de Mycoplasmas.

De las 122 muestras positivas a micoplasmas, en realidad se recuperaron 141
aislados, debido a que en algunos de los cultivos primarios estaban presentes
especies diferentes, determinado ello por la morfologia colonial. En el cuadro
5.1.3, se muestran las especies identificadas bioquimicamente de mayor a menor
porcentaje. De las especies que se asilaron en abundante cantidad fueron M.
bovis, M. dispar y Mycoplasma del grupo mycoides, estas especies son

fuertemente relacionadas a problemas respiratorios en bovinos.
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Cuadro 5.1.3 Especies de Mycoplasmas identificadas por medio de pruebas bioquimicas.

TIPIFICACION BIOQUIMICA ' |

ESPECIES AISLADOS %
M. bovis 54 38.3
M. dispar 36 25.5
M. mycoides 17 12
Mycoplasma spp. 10 7.05
M. californicum 8 5.67
M. arginini 2 1.4
M. bovigenitalium 1 0.79
M. alkalecescens 1 0.79
Acholeplasma 12 8.5
TOTAL 141 100

5.2 Optimizacién de las técnicas moleculares

En general se optimizé y estandarizaron las técnicas moleculares como se indico
en material y métodos con ensayos de PCR con gradiente de temperatura de
alineacion. Posteriormente para cada especie se determind la concentracién

minima de ADN capaz de ser detectada por la PCR.

5.2.1 Mycoplasma bovis

Para la PCR de Mycoplasma bovis se optimizé con el protocolo de Hotzel 1999,
para obtener el producto de 1.9 Kb, con una temperatura de alineacion de 50° C.
La dilucion donde se observo una mejor amplificacion fue la que contenia 13 ng/ul,
como se muestra en la figura 5.2.1
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M. 0]

1Kb plus mycoides

plus

| —

M.PM
1KB Plus

12,000

Producto de Mycoplasma

2,000 bovis 1.9 Kb

1,000

100 pb

Figura 5.2.1 Gel de agarosa 1 %, Producto de la PCR Mycoplasma bovis cepa donneta.

Finalmente al realizar la PCR para los 141 aislados se identificaron a 56 como M.

bovis ya que mostraron el amplicén esperado.

5.2.2. Mycoplasma dispar

La PCR de M. dispar se estandarizd con una temperatura de alineacion de 63.1°C
como se muestra en la figura 5.2.2.1, la concentracion de ADN adecuada fue de 9
ng/ pl para amplificar el producto de 548 pb. Como se observa en la Figura 5.2
donde se observa una mayor fidelidad del producto. Se analizaron los mismos 141
aislados de Mycoplasma spp., donde se observaron finalmente a 35 aislados que

amplificaron el fragmento de M. dispar.
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Figura5.2.2.1 Gel de agarosa 1.5 %, producto de la PCR de Mycoplasma dispar

Figura 5.2.2.3 Gel de agarosa 1.5 %, de la estandarizacion de la cantidad minima de ADN detectable en
la PCR para M. dispar, donde la dilucion cinco (resaltada con recuadro amarillo), fue la més clara.

5.2.3 Mycoplasma mycoides
Para M. mycoides subsp capri primero se logré estandarizar realizando la PCR
con temperatura de alineacion de 69 °C, se utiliz6 una temperatura muy alta

debido a que el gen con el que se trabaj6 en esta PCR es el del RNAr 16S,

58



secuencia conservada entre géneros bacterianos, el producto esperado fue de 970
pb, figura 5.2.3.1, la concentracion minima capaz de ser detectada, fue de 23 ng/
pl, donde se logré observar claramente con las condiciones de estandarizacion de
la PCR, como se muestra en la figura 5.2.3.2.

Una vez amplificado el producto de la PCR que identificé al grupo Mycoides se
procedid a llevar a cabo la digestion con la enzima de restriccion Alu I,
observandose entonces los fragmentos esperado, para la especie Mmmc y cuatro
fragmentos para MmmSC. figura 5.2.3.3. Finalmente al realizar la PCR y la

digestion se obtuvieron 22 asilados identificados como Mmmc .

M. mycoides C ()

Figura 5.2.3.1 Gel de agarosa 1%, Producto de la PCR para Mmm capri.
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Figura5.2.3.2 Estandarizacion de cantidad minima de ADN detectable en la PCR para Mmm capri,
donde la dilucion cinco(resaltada con recuadro amarillo), es la que mejor se observo.

M. mycoides M. mycoides
50 pb Digestion Alu |

Digestion
Enzima Alu |

Figura 5.2.3.3 Digestion del producto de la PCR para el grup6 Mycoides, carril 1 MPM, carril 2
pproducto de la PCR y carril 3, producto de la digestion con Alu I.
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5.3. Resultados de las diferentes técnicas de PCR

De los 141 aislados, después de realizar la PCR para las diferentes especies, se
logroé detectar a 56 como M. bovis, 35 como M. dispar, Mycoplasma mycoides
subsp. capri. Finalmente para corroborar que los aislados restantes pertenecian al
género Mycoplasma se obtuvieron 16 tipificados dentro de este grupo con los
iniciadores de la RNAr 16S, los 12 restantes coincidieron con las pruebas
realizadas con digitonina y filtrabilidad que identificados inicialmente como
Acholeplasma spp.

Cuadro 5.3 Especies de Mycoplasmas identificadas por medio de PCR.

M. bovis 56
M. dispar 35
M. mycoides sub. mycoides capri 22
Mycoplasma spp. 16
Aislados No Identificados 12
TOTAL 141

5.4 Resultados de la tipificacién bioquimica y molecular

De los 141 aislados de Mycoplasma spp, el porcentaje que mostro la identificacion
bioquimica de Mycoplasma bovis fue de un 38.3 % (54), sin embargo con la PCR
39.7% (56), mostrando una diferencia entre las pruebas de aproximadamente 1 %,
M. dispar, se identific6 bioquimicamente en un total de 25.5 % (36), por la PCR
248 % (35), Mmmc, 12% (17) y 156 % (22) bioquimica y por PCR
respectivamente. Finalmente para los aislados identificados como Mycoplasma sp,
11% (16), por medio de la PCR.
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Tipificacién bioquimicay molecular de especies de Mycoplasma

Mycoplasma spp.

M. mycoides sub. sp mycoides

capri H PCR

H BIOQ
M. dispar

M. bovis

0 10 20 30 40 50 60

Grafico 5.4 Identificacion de Mycoplasma por medio de pruebas bioquimicas y Moleculares

5.5 Concordancia entre las dos técnicas realizadas para la tipificacion de
especies de Micoplasmas.

Para examinar la concordancia de los resultados con las metodologias utilizadas
se desarrollé una tabla de contingencia de 2 x 2 para obtener el valor de Kappa de
Cohen mediante el programa de EPIDAT 3.1, con un nivel de confianza de 95%.
M. bovis

+ - Total
+ 50 4 54
- 6 81 87
Total 56 85 141

El valor de concordancia entre las pruebas fue de 0.85
Segun el valor de Kappa, la concordancia entre ambas pruebas para identificar a
M. bovis es muy buena.
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M. dispar
El valor de concordancia entre las pruebas fue de 0.86
Los resultados que se observaron con el valor de kappa para M. dispar también

fueron considerados muy buenos para identificar al microorganismo.

+ - Total
+ 32 4 36
- 3 102 105
Total 35 106 141

Mmmc

Valor de concordancia entre las pruebas fue de 0.39

Debido a que por medio de las pruebas bioquimicas no se puede diferenciar entre
especies los resultados se mostraron totalmente diferidos, por tanto el valor de
kappa de Cohen fue de bajo.

+ - Total
+ 9 8 17
- 12 112 124
Total 21 120 141

5.6 Aislamiento bacteriolégico y la correlacién con Mycoplasma sp.
De las 374 muestras procesadas se logro identificar a los géneros Pasteurella spp.
22 (5.8 %), Mannheimia spp. 18 (4.8 %) e Histophilus spp. 2 (0.5 %). Los aislados
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se obtuvieron de animales enfermos y sanos no necesariamente fueron muestras

positivas a especies de micoplasmas.

Bacterias Asociadas

25 '
20 7
15
10
> | | e
0
Bacterias Asociadas
m Pasteurella sp 22
® Mannheimia sp 18
Histophilus sp 2

Grafico 5.6 Bacterias aisladas que son asociadas a problemas respiratorios en bovinos.

Para valorar los resultados de los aislamientos bacterianos se determiné el
coeficiente de correlacion entre las muestras positivas a micoplasmas y la
presencia de bacterias, empleando el programa IBM SPSS 20, con la prueba No
paramétrica de Sperman, que reveld la no correlacion de los resultados entre

muestras positivas al aislamiento de Mycoplasma y Pasteurella. Cuadro 5.6.1
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Cuadro 5.6.1 Correlaciones entre las muestras positivas a Mycoplasma spp y Pasteurella spp.

Rho

Spearman

Positivos Mycoplasma |[Positivos Pasteurella
Coeficiente de
. 1.000 .083
Positivos correlaciéon
Mycoplasma  [Sig. (bilateral) .109
de N 374 374
Coeficiente de
y .083 1.000
Positivos correlacion
Pasteurella Sig. (bilateral) .109
N 374 374

El valor obtenido al aplicar la prueba fue de 0.109 que es mayor al valor de P<

0.05, la interpretacion de este resultado mostro la No correlacion entre la

Presencia de Mycoplasmas spp., y l0os que resultaron positivos a Pasteurella spp.

Los resultados del analisis para correlacionar la presencia de micoplasmas y

Mannheimia spp, fue de 0.350, que también es un valor mayor de P< 0.05,

indicando la No correlacién entre la presencia de micoplasmas y aquellos que

resultaron positivos a Mannheimia spp., cuadro 5.6.2

Cuadro 5.6.2 Correlaciones entre las muestras positivas a Mycoplasma spp y Mannheimia.

Positivos Mycoplasma

Positivos Mannheimia

ho

Spearman

de

Coeficiente de
) 1.000 .048
Positivos correlacion
Mycoplasma  [Sig. (bilateral) .350
N 374 374
Coeficiente de
] .048 1.000
Positivos correlacion
Mannheimia  [Sig. (bilateral) .350
N 374 374
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6.0 DISCUSION

6.1 Identificacion de Mycoplasma spp.

Las bacterias de la clase Mollicutes, se han asociado a problemas de neumonias
en bovinos, principalmente Mycoplasma bovis y Mycoplasma dispar aunque no se
descartan especies menos reportadas, como M. bovirhinis, Mmm LC, Mmm SC,
etc., por lo que en este estudio se aislaron y tipificaron bioquimicamente especies
de Mycoplasma spp., de muestras de animales provenientes de hatos con
problemas respiratorios.

De las 374 muestras totales, se logro el aislamiento de 132 (35%), bacterias de la
Clase Mollicutes, después de realizar las pruebas bioquimicas para la
identificacion de género se identificd a Mycoplasma spp., en 122 (32%) muestras y
en 12 (8%) se identific6 Acholeplasma spp., cabe mencionar que en dos muestras
que fueron positivas a Mycoplasma spp., se encontrd también al género
Acholeplasmas spp. Es importante diferenciar los géneros bacterianos de la clase
Mollicutes ya que Acholeplasma spp., estd considerado como microorganismo
apatdgeno y contaminante del medio ambiente, mientras que Mycoplasma spp., es
considerado como un importante patégeno en bovinos. Esto es confirmado al
observar estudios donde se diferencian los aislados de Mollicutes, tal como lo
menciona Hisore et al,. 2003 en Japon, sefialan que en muestras de hisopo nasal
provenientes de animales con problemas respiratorios se aislé a Mycoplasma
spp., en un 27 % y Acholeplasma spp en 6 %.

Sin embargo se encuentran trabajos donde solo reportan el aislamiento de
Mollicutes como Wiggins et al., 2007, ellos mencionan que, de 432 muestras de
hisopo nasal de terneras con problemas respiratorios, por medio de aislamiento 63
(15%) resultaron positivas al aislamiento y White et al.,, 2010 en Francia

observaron en muestras de hisopo nasal un 7,6 % de positivas a Mollicutes.
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6.2 Correlaciéon de la presencia de Mycoplasmas y la presencia de
signologia clinica en los hatos en estudio

En este trabajo se realiz6 un muestreo de hatos con historial de problemas
respiratorios, donde se colectaron muestras de hisopo nasal provenientes de
animales que presentaron signologia de problemas respiratorios y algunos
animales sanos como control negativo, asimismo se tomaron muestras de pulmon
de animales que murieron por neumonia y pulmones de animales de rastro
aparentemente sanos. Analizando los resultados se observéo que, de 122
muestras que resultaron positivas a la presencia de Mycoplasma spp., 109
provenian de animales que presentaron alguna signologia respiratoria, de los
cuales 99 fueron muestreados con hisopados nasales y las 10 restantes de los
pulmones de animales que murieron por neumonia, por lo que se realizé la
correlacion estadistica con la prueba no paramétrica de Sperman, que mostré una
correlacion con nivel moderado entre la signologia y la presencia de Mycoplasma.
Resultados similares los mencionan Kusiluka et al., 2000 en Dinamarca informaron
la presencia del 86 % de Mycoplasma spp., en muestras de pulmén de bovinos
enfermos, al igual Hartel et al., 2004 en Finlandia, muestran 93% de muestras
positivas a Mycoplasma spp, de lavado traqueo-bronquial de animales de hatos
con problemas respiratorios. Fulton et al., 2009 EUA, en muestras de pulmones de
bovinos con signologia respiratoria reportaron 71 % de aislados de Mycoplasma
spp., Gabinaitiene et al., 2011 (a) en Lituania que reportan el aislamiento de
Mycoplasma spp., en 12 (34.3 %) de muestras de hisopo nasal de animales con
signologia clinica de problemas respiratorios y de 6 (17 %) pulmones como
positivas a Mycoplasma spp.

6.3 Tipificacidon bioquimica de especies de Mycoplasma spp

Al realizar las diferentes pruebas bioguimicas a los 141 aislados de Mycoplasma
spp., se logro identificar a 54 (38%) M. bovis, 36 (25%) M. dispar, 17 (12%)
Mycoplasma del grupo mycoides, 8 (5%) M. californicum, 2 (1%) Mycoplasma
arginini, 1 (0.8%) M. bovigenitalium y 1 (0.8%) M. alkalecescens, finalmente 10

(7%) quedaron solo como género Mycoplasma spp.
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Estos porcentajes coinciden con los resultados que mencionan Binder et al., 1990,
gue reportaron en Alemania 36 % de aislamientos vy tipificacion bioquimica de M.
bovis en muestras de hisopo nasal de animales con signologia respiratoria e
historia de neumonia, ademas, Thomas et al., 2002, refieren en Bélgica que de
238 animales con problemas respiratorios el 78 % fueron positivos al aislamiento
de M. bovis , 65 % en casos de neumonia aguda, 35 % de casos respiratorios
recurrentes, 20 % de casos de examenes post-mortem, aunque se menciona la
correlacion con otros microorganismos como M. dispar en 45.5 % de las muestras
con problemas respiratorios recurrentes, igualmente Chazel et al., 2010 en Francia
reportaron los resultados del trabajo que se realiz6 con aislamientos de los afios
2003-2008, provenientes de 23 laboratorios aprobados en el pais, donde
mencionan que el patbgeno mayormente aislado fue M. bovis en un (55%) de un
total de 1142, aunque también M. bovirhinis en un 27.5 %, M. arginini 14.1%, M.
mycoides subsp capri 0.4 %. Finalmente Gabinaitiene et al., 2011 (b) por medio de
serologia informaron de M. bovis en 75 % en animales de 110 dias de edad y 55
% en animales de 310 dias ambos grupos de hatos con problemas respiratorios.
Aunque en algunos otros estudios mencionan a M. dispar y otras especies
mayormente aisladas que M. bovis de problemas respiratorios en bovinos, como lo
describen Kusiluka et al., 2000 en Dinamarca, sus resultados muestran la
identificacion bioquimica de aislados provenientes de hisopos nasales a, M. bovis
en un 24 %, M. dispar 48% y M. bovigenitalium 6 %, donde el organismo que mas
se aislé fue M. dispar, al igual que Hirose et al., 2003 en muestras de Japon
recolectadas de 1996 a 1997, encontraron a M. bovirhinis en el 16 % de las
muestras de hisopo nasal, a M. alkalescens en 6.5 %, M. bovis y M. arginini en 2.4
%, M. bovigenitalium y Acholeplasma sp., en 1.4 %, finalmente Hartel et al., 2004
reportaron 59 % de M. dispar en muestras de lavados bronquiales a M. bovis no lo
identificaron.

Ademas se ha identificado a especies de micoplasmas realizando técnicas
serologicas, un ejemplo de ello es el estudio de Muenster et al., 1978, en Canada
por medio de inmunofluorescencia en muestras de pulmoén identificaron muestras

positivas a M. dispar 56 %, M. bovis 37 %, M. arginini 33 %, M. bovirhinis 23 % vy
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Mycoplasma spp, 1%, asimismo en el trabajo presentado por Farshid et al., 2002,
identificaron por medio de la inmunohistoquimica a M. bovis en 92 % de muestras
de pulmon de animales enfermos.

Romero et al., 2010 realizaron inmunodeteccion de M. bovis en 9 muestras de
pulmén de animales con problemas crénicos de neumonia, en la zona sur de
México, donde detectaron en 8/9 (88 %) muestras positivas a M. bovis.

Todos estos datos apoyan la propuesta de mostrar a M. bovis y M. dispar, como
patdgenos involucrados en problemas respiratorios en bovinos, por lo que el
National Mastitis Council (NMC) desde 1999, publicé que Mycoplasma spp, es un
patébgeno primario en problemas mastitis bovina, hecho que antecede a nuestro

objetivo de asociar el género Mycoplasma problemas en bovinos.

6.4 Aislamiento bacteriolégico y la correlaciéon con Mycoplasma spp.

Los bovinos destinados a la produccién lactea son sometidos a un alto estrés
durante la etapa de produccion, el destete en las becerras, traslado etc.,
situaciones que los hace susceptibles a enfermedades, sobre todo en vias
respiratorias que son ocasionadas por factores multiples. Los agentes infecciosos
que son asociados al Complejo Respiratorio Bovino, como las bacterias
Pasteurella multocida, Mannheimia spp., e Histophilus spp

Por lo que en este trabajo se buscé la relacion que podia observarse entre los
animales que presentaron aislamientos de Mycoplasma spp., y las bacterias
asociadas en el CRB. Los resultados de la bacteriologia de las muestras
mostraron a Pasteurella spp., 22 (5.8 %), Mannheimia spp., 18 (4.8 %) e
Histophilus spp., 2 (0.5 %) en las muestras que fueron positivas a Mycoplasma
spp. En el andlisis estadistico de Sperman, no existi6 la correlacion entre las
muestras positivas a bacterias asociadas y Mycoplasma spp. Otros autores
trabajan con las bacterias asociadas al CRB, aunque no han mostrado una
correlacion estadistica de estos aislamientos, solo se menciona el porcentaje de
muestras positivas tal como lo sefala, Haines et al, 2001 en Canada,
mencionaron que en bovinos con problemas respiratorios se aislé a M. bovis en 40

(82 %) donde en 7 muestras encontrd a H. somnus en 7 y M. haemolytica en 11y
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los 3 microorganismos juntos solo en 1 muestra, numeros similares a los
resultados de este trabajo, de igual forma Shahriar et al., 2002, realizaron un
estudio retrospectivo y prospectivo, con muestras que resultaron positivas a M.
bovis en Canada de los afios 1995 a 1998, donde, de las muestras del afio 1995,
44 de 48 (91 %) fueron positivas a M. bovis de animales con neumonia asi mismo
se encontrd0 una co-infeccion con H. somnus en solo 15 animales, el estudio
prospectivo de un total de 16 animales 15 fueron positivos a M. bovis, en estos
solo en 8 identificaron a M. arginini, a 3 animales positivos a M. bovirhinis, donde
dos fueron de los positivos a M. bovis, finalmente 5 animales positivos a M. bovis
fueron positivos a H. somnus. También en Canada Gagea et al., 2006, reportaron
muestras de pulmén de bovinos con problemas de bronconeumonia al 98 % como
positivos al aislamiento de M. bovis, M. arginini 82 % y M. bovirhinis 4 %, M.
haemolytica 35 %, P. multocida 20% e H. somni en 17 %, ellos no realizaron la
asociacion de los diferentes microorganismos encontrados, Fulton et al., 2009,
identificaron la co-infeccidbn de Mycoplasma spp., en pulmones de animales con
problemas respiratorios y la presencia de M. haemolytica y P. multocida en 25y 24
% respectivamente, en EUA. Soehnlen et al., 2011, observaron que de 90
muestras de pulmones neumonicos en 28.9 % se aislo a M. bovis, estas muestras
presentaron una asociacion con Pasteurella spp., en un 12.2 %. Gabinaitiene et
al., 2011 en Lituania, examinaron 35 muestras de cavidad nasal de bovinos con 3
meses de edad donde reportaron a M. bovis en 22.9 %, con 5.7 % de P.
multocida, 12 meses después se volvieron a muestrear los animales y se logré
identificar a 11.4 % de muestras positivas hacia M. bovis y a P. multocida y M.
haemolytica en 5.7 y 2.9 % respectivamente. Soehnlen et al., 2012, describen la
co-infeccion de M. bovis con bacterias del género Pasteurella spp., en un 3 % en
muestras de la bifurcacion bronquial y directamente de lesiones en pulmén de
animales enfermos en un 12 %. Aunque Thomas et al., en 2002 de 238 animales
con problemas respiratorios el 78 % fueron positivos al aislamiento de M. bovis y
la asociacion con Pasteurella spp., fue en mas del 50 % de las muestras positivas

a M. bovis.
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6.5 Identificacion molecular de los aislados de Mycoplasma spp.

Los resultados observados con los iniciadores diseflados, nos mostraron un
namero similar de aislados identificados como M. bovis, M, dispar, Mmmc y los
aislados identificados por medio con el gen de la RNA 16Sr como Mycoplasma
spp. Al realizar la identificacion con la secuencia del gen que codifica para RNA
16Sr, se identificaron 129 aislados como Mycoplasmas spp., Desde 1984 Razin et
al., trabajaron con la diferenciacion de Mollicutes por medio de los genes de las
subunidades 16Sr y 23Sr, por medio del Southern blot, donde mencionan que la
prueba es capaz de detectar 1 ng de ADN de micoplasma, aproximadamente
equivalente lo contenido de ADN de 10° micoplasmas, mientras en este trabajo se
detecto la cantidad minima de amplificacion, para M. bovis en 13 ng/ul, M. dispar 9
ng/ ul y para Mmmc 23 ng/ul.LEn este trabajo se logro identificar por medio de
pruebas moleculares a 56 aislados como M. bovis, M. dispar en 35 y para el grupo
Mycoides 22, las 16 restantes resultaron identificados como Mycoplasma spp., por
medio de la PCR del gen que codifica para la RNA 16Sr, dato corroborado con la
identificacion de género con la prueba de sensibilidad a la digitonina, con lo que se
identificé exactamente los aislados de Mycoplasma spp., por ambas técnicas.
Estos resultados son similares a los que mencionan Marques et al., 2007 que
detectaron, en 301 muestras de hisopo nasal de bovino, un 52.05 % (76) a
Mollicutes en animales con signologia respiratoria, por medio de aislamiento y
confirmando con la secuencia de RNA 16Sr por medio de la PCR. Igualmente por
medio de la PCR detectaron, en 54 (34.84%) a M. dispar en animales enfermos
con problemas respiratorios y 9 (6.16%) en animales sanos por medio de la PCR,
Talkhan et al., 2009 en Egipto, mencionaron 4/20 (20 %) de aislados positivos a
M. bovis de hisopos nasales y 1 (5%) de Acholeplasmas spp., y corroboraron con

la PCR con iniciadores de la 16S rRNA a los 4 aislados como M. bovis.
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6.6 Concordancia entre las metodologias de identificacidén. Bioquimicay
molecular de los aislados de Mycoplasma spp..

Con el analisis de concordancia entre las pruebas realizadas (identificacion
bioquimica y molecular por la PCR) mediante el valor de Kappa de Cohen, indicé
que el grado de acuerdo entre las dos pruebas para la tipificacién de M. bovis fue
muy bueno con un valor de Kappa de 0.850, por lo que la PCR con los indicadores
del gen oppF y oppD, nos dan una opcién mas rapida para la identificacion de los
aislados. Para M. dispar fue la misma situacién el valor de Kappa fue de 0.860,
muy bueno para la identificacion. Sin embrago para M. mycoides el valor de kappa
de Cohen fue bajo, de 0.39 debido a que por medio de las pruebas bioquimicas no
se puede diferenciar entre las especies del grupo mycoides ya que presentan
reacciones metabdlicas idénticas y la PCR es especifica para diferenciar a
Mycoplasma mycoides subsp. capri, por lo que los resultados se mostraron
totalmente diferentes para este grupo.
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7.0 CONCLUSIONES

- Mycoplasma spp., fue aislada en el 33%, de las muestras analizadas de

hisopos nasales y pulmoén de bovinos con problemas respiratorios.

- Mycoplasma bovis la especie mayormente identificada bioquimicamente
en 54 (38 %), y le siguen en menor porcentaje M. dispar 36 (25%), Mycoplasma
del grupo mycoides 17 (12%), M. californicum 8 (5%), Mycoplasma arginini 2 (1
%), M. bovigenitalium y M. alkalecescens 1 (0.8 %) y Mycoplasma spp., 10 (7%).

- Se logro la identificacion de M. bovis 56 (39.7 %), M. dispar 35 (25%),
Mmmc 22 (16 %) con las técnicas moleculares (PCR y las enzimas de restriccion)
de los aislados identificados como Mycoplasma spp., 16 (11%), datos muy

cercanos a la tipificacién bioquimica.

- Con el valor de Kappa para M. bovis y M. dispar si presentan
concordancia entre las pruebas bioguimicas y las moleculares excepto para el
grupo mycoides. La tipificacion de Mmmc se realiz6 en ensayo con enzimas de

restriccién para este grupo ya que con los iniciadores no se logré la identificacion.

- Los aislados de Pasteurella sp 22 (5.8 %), Mannheimia sp 18 (4.8 %) e
Histophilus sp 2 (0.5 %). No mostré correlaciébn con las muestras positivas a
Mycoplasma spp., con el valor p mayor a 0.05 con la prueba No paramétrica de

Sperman
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APENDICE

{ Medio de cultivo de Hayflick.

REACTIVOS

PPLO"Y

Agua destilada

Esterilizar 121°C, 20 Ib. Por 15 min.
Extracto de levadura fresco 10 %
Rojo de fenol** 1 %

Suero equino™

Glucosa®®

Penicilina'® 100,000 u/ml

Hayflick semi-solido.

CANTIDAD
2,19
70 ml

10 ml
1 ml
20 ml
10 ml
1 ml

Para la preparacion del medio sélido, Se licué el agar previamente estéril y se
agrego el medio liquido de Hayflick a una temperatura media para evitar que el

agar se polimerice antes.

Reactivo
Hayflick liquido
Agar Noble 0,8 % (estéril)

12 .ab. DIFCO

13 Lab. MERCK

¥ previamente estéril por filtracion
15| ab. OXOID

18| ab. LAPISA

CANTIDAD
60 ml
10 mi
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POPAGACION DE CEPAS TIPO (100 ml) Y ASILADOS DE MICOPLASMA (30 ml).

*

SE AGREGO 8 ML DE MEDIO LIQUIDO HAYFLICK PARA
AFORAR A 10 ML

¥

l SE AGREGO 40/15 ML DE MEDIO LIQUIDO HAYFLICK PARA AFORAR J

f—/%

Cepas tipo
M. bovis cepa donneta
M. dispar
Mmmc
50 ml

[ ® Seincubd 37° C en aerobidsis de 24 a 48 horas ]
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