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RESUMEN 

El objetivo de este trabajo fue el de comparar la prueba de hema­

glutinación pasiva, inhibiciór: de crecimiento e ínhibiciór. de película. como mé­

todos para el diagnóstico serol6gico de mastitis causada por ~coplasm~ bovis. 

Se obtuvieron rnut:slras <le sangre y de leche estéril de 57 vacas de 

un hato con problemas de mastitis por micoplasma tanto en período seco como 

en lactación. Con el suero sanguíneo se hicieron las pruebas de estudio y se 

intentó hacer el aislam·ento en las muestras de leche. Se obtuvieron 9 aisla­

mientos de micoplasma en perícdo seco y 7 en lactación. El micoplasma en 

todos los casos fue ~YE_oplasma ~avis. Se encontró que los títulos de 1 ~ma­

glutinación pasiva en animales infectados se increm1~ntan a diferencia de los -

títulos de los animales control. En las otras dos pruebas se observaron resul­

tados similares. Como control se obtuvieron muestras de 40 vacas de otro ha­

to sin historia de mastltis por micoplasma. 

Parece ser que las tres pruebas funcionan a nivel de hato, siendo 

la más sensible y específica Ja rlP. inhibk!6ri de crcci:nicntc. El diagliÚitii...u 

temprano de este tipo de infecciones permite la aplicaci6n de medidas de co~ 

trol adecuadas; evitando pérdidas que pueden ser graves a la economía ganade-

ra. 
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CAPITULO 1 

INTRODUCCION 

A.1 MASflTIS 

La inflamación de la glándula mamaria, comunmente cono­

cida como mastitis, es considerada una enfermedad compleja. por su etiología, 

patogénesis, secuela y tratamiento (48). La mastitis puede ser producida por 

diferentes factores tales comoi. mal funcionamiento de la máquina de ordeño 

y falta de higiene que favorezca la penetración de microorganismos patóge·10s; 

sin embargo, estos agentes no solo deben entrar a la glándula mamaria, sino -

que deben ser capaces de sobrevivir y multiplicarse en número suficiente para 

producir daño. Entre los causantes más comunes se incluyen: Staphylococcus 

aureus: _ Streotococcus aealactiae!' Streotococcus dvse:alactiae; coliformes (prin­

cipalmente E. coli y Klebsiella pneumoniae); otros agentes etiológicos menos -

frecuentes incluyen nocardias, levaduras y micoplasmas (37). 

A. 2 ANTECEDENTES DE MAsrms POR MICOPLASMA 

La mastitis causada por micoplasma ha sido reportada en Eu­

ropa (1, 7, 33, 47), Australia (22), Israel (4), Nueva Zelanda (39), Estados Uni­

dos (39, 41, 55) y en otros lugares del mundo. 

El primer aislamiento de micoplasma a partir de leche fue 

realizado por Alstrom en 1955. Posteriormente se reporto en Inglaterra (25). 
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A partir de 1960 son numerosas las publicaciones de brotes de mastitis por 

micoplasma (4, 22, 23, 26, 32). 

La mastitis por micoplasma es producida principalmente 

por Mycoplasma bovis inicialmente llamado Mycoplasma agalactiae ,1abs. bovi~ 

o ~"-9e!..~~ bovi~titidis (10), pero rn.mbién se han reportado otras especies 

como Mycoplasma bovigenitalium (23), Mycoplasma canadens~ (32), Mycoplasma 

alkalerc~ (39). El género Acholeplasma se ha encontrado involucrado también 

en brotes de mastitis, siendo la principal especie Acholeplasma laidlawii (23). 

A. 3 EFECTOS ECONOMICOS 

La mastitis es la enfermedad más común del ganado bovino -

lechero y la que produce mayores pérdidas económicas; los casos agudos de mas-

titis pr0t:!1Ji:ida por micoplasrüa.. u1iginan pérdidas repentinas hasta de un 90% en la 

_producción láctea. Se ha reportado que algunas vacas producen leche aparente­

mente normal después de tres a cuatro semanas del brote, pero posteriormente 

la producción permanece muy reduci<.la (2ó). Se encontró que la producción se -

reducfa durante ocho a doce semanas cuando la infección era en la etapa tempr!! 

na de lactación, pero cuando el brote era después, la vaca se secaba (54 ). 

Pérdidas económicas menos considerables son producidas por -

otras bacterias causantes de mastitis, Ja producción láctea se reduce en un 12 a 

15% por período de lactación (49). 

Otras causas de pérdidas económicas son: el costo de los 
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medicamentos para el tratamiento, des1o::ci10 de Ju.e- animales y baja en la pro-

ducción láctea y de los subproductos (11). 

B.1 CARACTERISflCAS DE LOS MICOPLASMAS 

Los micoplasmas son procariotes altamente pleomórficos, va­

riando de estructuras esféricas las cuales miden de 125 nm a delgados filamen­

tos ramificados de diámetro uniforme y una longitud de pocos nm a ISO nm. 

Por medio de observaciones en el microscopio electrónico se ha encontrado que 

los micoplasmas tienen una estructura extremadamente simple, y esto conf· rma 

el concepto .de que son los organismos mas simples y primitivos capaces de cre-

cer autónomamente. Los micoplasmas están constituidos por una membrana 

trilaminar, en contraste con las bacterias no tienen pared celular, ésta es una 

característica que explica su inestahilirl~d morfclégica -ttu<leucia a penetrar 

dentro del medio sólido, es resistente a antibióticos que interfieren con la sín­

tesis de pared celular, son susceptibles a Iisarse por detergentes, alcoholes y 

anticuerpos específicos. Son anaerobios faculuuivos, algunos crece-u mejor ae-

robicamente, algunas cepas requieren DNA. La temperatura óptima para el 

crecimiento es de 36 a 38ºC y después de tres a cuatro días de incubación al­

gunas colonias medirán 0.5 a LO nm de diámetro con un centro amarillo y op~ 

co el cual penetra en el medio y es rodeado por una periferia delgada y trans­

parente dando la apariencia de un huevo frito ( 14). 
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B.2 CLASIFICACION DE LOS MICOPLASMAS 

Una clasificación de éstos microorganismos indican que el orden 

consiste de mas de 45 especies pertenecientes a Mycoplasmas y Acholeplasmas. 

Este grupo incluye ca~acteristicas que no están asociadas con otras bacterias o 

virus. La mayoría de las características de las especies de micoplasma difie-­

ren de los virus en que crecen en medio artificial en ausencia de células vivas 

y que también crecen en cultivos celulares (14). 

El Subcomité en Taxonomía de Micoplasmatales en 1966 

propusó que los micoplasmas no deben ser incluidos con la clase de bacterias 

(14). 

Los micoplasmas han sido separados de las bacterias y se -

les ha asignado una clase llamada Mollicutes, la cual consta de tres familias: 

1 Micoplasmatacea género Mycoplasma y Ureaplasma; familia 11 Acholeplasma­

tacea; género Acholeplasma y familia lll Spiroplasmatacea, género Spiroplasma 

(14). 

B.3 METABOLISMO Y PRUEBAS BIOQUIMICAS PARA IDENTIFICACION DE 

MICOPLASMAS 

Las pruebas bioquímicas obligatorias que ha señalado el Sub­

comité en Taxonomía de Mycoplasmatales son: degradación de la glucosa y la 

arginina, ya que la mayoría de \os micop\asmas las utilizan como fuente de 

energía. Otras pruebas designadas son: 

1.- Dependencia de esteroles: Esta prueba diferencia el género Acholeplasma -

del género Mycoplasma. El polianetol sulfonato de sodio "Liquoid" al 5% Y 
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la digitonina al 1.5% reaccionan con los esteroles evitando que el género 

~..1ycoplasma los pueda utilizar, por lo que ya no pueden crecert díferen-­

ciando así entre Mycoplasma y Acholeplasma. 

2.- Fermentación de la glucosa. Esta característica es generalmente constan­

te para las especies fermentadoras y es detectada por una reacción ácida 

en medio liquido. 

3.- Hidrólisis de la arginina. Algunos micoplasmas obtienen su fuente de ener­

gía a partir de aminoácidos como la arginina; estas especies no fermentan 

glucosa. 

4.- "Película y Manchas".. Se refiere a la f~:Hmación de una película cristali­

na por ciertas especies de micoplasma en un medio apropiado, s~ ha suge­

rido que la película contiene colesterol y fosfolipidos; algunas veces hay 

producción de manchas oscuras en el agar, si el medio es sólido. La pelí­

cula puede ser observada a simple vista, como unn cupa en la superficie 

riel agar y no debe ser confundida con el crecimiento abundante de mico--

plasma (14). 

C.1 ORIGEN Y TRANSMISION 

El origen y la propagación de la infección en los brotes no 

está bien esclarecida. Se sabe que la mastitis por micoplasma se disemina -

fácilmente de vaca a vaca. Una forma importante por la que comienza este 

problema en un hato es la introducción de una vaca que excreta micoplasma 

(58). 
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Existen muchos vectores para estos microorganismos, inclu-

yendo el medio ambiente, tierra, equipo de ordeña, las manos de los ordeñado 

res, agua de lavado, etc; sin embargo el principal vector es la leche contami­

nada de glándulas prcvi:emcntc infectadas. 

En estudios realizados se ha demostrado que M. bovis puede 

sobrevivir uno o dos días en la madera y en el acero inoxidable, en estiércol 

37 días, en agua a 20ºC sobrevive 18 días y a temperatura ambiente 23 días. 

El contagio puede_ser de un cuarto a otro, usualmente en el 

mismo lado ya sea izquierdo o derecho (11). 

Las vacas pueden ser susceptibles a la infecci6n en cual--

quier edad y en peri'odo seco o de lactación. La mayoría de 19s reportes no 

especifican la· etapa en que se encuentran los animales afectados o aclaran que 

solamente las vacas en estado de lactación están involucradas, pero se ha encon­

trado que vacas secas puede:n estar afectadas y pueden ser un punto importante 

de! brote (11) .. Se cree cue la en!ermedrJd en las vacas secas es menos severa 

E.i b1'Jt.8 en un hato pueci~ se& drástico; otras vcc:.::s es lcn10 

e incidioso.. La rapidez de la propagación puede estar relacionada con diferen­

cias de cepas, pero es más probable que este relacionada a prácticas de manejo 

(19). 

C.2 PATOGENIA 

Se ha observado que los micoplasmas están presentes en la 
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glándula mamaria en todos los estados de la enfermedad y se ha postulado 

un factor soluble en la patogénesis. Se ha sugerido un factor hemolítico -

producido por M. bovis, este factor produce una hemolisina soluble para eri-

trocitos de bovino (11). 

La infección probablemente ocurra siguiendo la vía del -

conducto glandular, la propagación de la enfermedad a otros cuartos de la 

ubre y ocasionalmente a las articulaciones sugiere que puede ocurrir una inva-

sión general ( 9 ). 

C. 3 LESIONES Y CUADRO CLINICO 

Se debe sospechar de mastitis por micoplasma cuando se pre­

senten los siguientes signos: 

1.- Casos de mastitis purulenta que sean resistenr;es al tralamiento; ~in em-

bargo las vacas continuan comiendo y no parecen estar enfermas. 

2.- Casos de mastitis que involucren más de un cuarto. 

3.- Marcada pérdida de producción en vacas afectadas ( 11). 

La mastitis por micoplasma en algunas ocasiones puede ser 

subclinica, algunas veces sin un alto conteo celular o signos y puede presentar­

se en forma ligera o severa. La enfermedad es descrita como una mastitis de 

presentación súbita con una marcada disminución en la producción láctea, ede-

rna de la ubre y elevación de la temperatura (51). 
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En animales en período de lactación, hay inflamación de la 

. ubre, caída rápida en la producción de leche y secreción netamente anormal en 

uno o más cuartos glandulares. Las vacas en periodo seco muestran ligera in-­

flamación en la ubre. Generalmente no se observan reacciones fébriles; sin 

embargo en animales infectados experimentalmente se comprueba fiebre hasta 

de 412C en el tercer o cuarto día después de la inoculación, al mismo tiempo 

que aparecen cambios en la ubre, la temperatura se normaliza en 24 a 96 ha-

ras (40). 

En una pequeña· proporción de animales con mastitis o sin -

ella se nota artritis en rodilla y menudillos; las articulaciones afectadas están 

tumefactas (9). 

La secreción de glándulas afectadas es variabl~ aunque en 

ocasiones sus características pueden ser indicativas de mastitis ppr micoplasma. 

La leche es aparentemente normal, la cual en reposo rapida­

mente se separa en un sedimento grumoso y un sobrenadante más o menos cla­

ro; algunas veces las partículas se adhieren a las paredes del tubo ( 11). Poste­

riormente la secreción se hace más escasa, parece calostro o queso blando coa­

gulado en suero claro; pocos días después la secreción es francamente purulenta 

o con aspecto de cuajada, pero no se observan coágulos firmes voluminosos (19). 

La ubre de las vacas muestra, a veces después de la infección 

micoplásmica, considerables alteraciones inflamatorias de apreciación tanto mi--
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croscópica corno rnacroscópica que dependen del serotipo actuante. Cuando 

la infección es debida a Mycoplasma bovis son características una galacto-­

foritis proliferativa y una niastitis purulenta de curso crónico, pero si el 

germen infectante es M. bovigenitalium no se observa hiperplasia ni destruc 

ción del epitelio de los conductos lactíferos (19). 

Investigaciones realizadas por rv1olen indican que el cuadro 

patológico difiere con el curso de la infección. En la etapa aguda hay in-­

flamación y exudado, posteriormente, la mastitis se presenta con una rcac-­

ción intersticial con eosinófilos, incluyendo células plasmáticas y linfocitos; -

en el estado crónico hay fibroplasia alrededor de los duetos. 

La producción experimental de la enfermedad causa alt: J 

de necrosis tisular en la glándula mamaria, recuperándose micoplasmas en 

muchos tejidos, incluyendo sangre, órganos viscerales, tracto respiratorio, 

tracto reproductor y articulaciones artríticas. 

D.i RESPUESTA 1N~1UNE PRODUC!DA POR MIC-:OPLASMA 

Como no tienen pared celular los micoplasmas exhiben poca 

antigenicidad, a esto se debe que en infecciones naturales por m icoplasmas -

den origen a bajos titules de anticuerpos._ La respuesta inmune es predomi-­

nantemente humoral como en las infeCcio~es baCterianas, sie_ndo los anticuer­

pos tipo lgM e lgA los primeros que aparecen S"eguidos por lgG; sin embargo 

muchos micoplasmas parecen estimular una respuesta de inmunidad celular 

(56). 

Así parece ser que los micoplasmas no son extremadamente 

inmunogénicos o que en el proceso infección-inmunidad, tienen la capacidad 

de interferir con los mecanismos celulares que reconocen el antígeno (56). 

La principal clase de inmunoglobulinas en los bovinos es la 

lgG, de la que e :>:is ten dos subclases: lgG 1 ,e lgG, nue difieren ligeramente 
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en sus cadenas pesadas y están casi en igual concentración en la sangre 

(45). 

E.l PRUEBAS DE DIAGNOSTICO 

Debido a las dificultades del cultivo de micoplasma y a 

que los signos clínicos son bastante inespecificos, se han tratado de estable 

cer técnicas serológicas para que el diagnóstico sea más rápido y así poder 

evitar la propagación de la infección. 

Una variedad de pruebas serológicas han sido usadas para 

el diagnóstico de enfermedades producidas por micoplasma entre las que se 

encuentran: fijación de complemento (59), inhibición de película (28), hema­

glutinación indirecta (17, 18, 29, 59)·, inhibición de película (57). Otras pru!: 

bas que no han sido ampliamente usadas son: aglutinación en látex (38), in­

munodifusión (36, 38). 

E.2 INHIBICION DE PELICULA 

Se encontró que ciertas especies de micoplasmas durante 

incubación prolongada, producían depósitos característicos y una película en 

la superficie del cultivo (28). Mycoplasma bovis es una de las especies que 

usualmente produce película y se ha encontrado que la formación de pelícu­

la puede ser inhibida por suero de ganado infectado en forma natural y que 

esta inhibición es independiente de algún efecto en el crecimiento de los 
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microorganismos (53). La inhibición de película <"' considerada como una 

prueba de utilidad en el diagnóstico, encontrándose que la actividad inhib.!_ 

dora de película persiste durante seis a doce meses en algunos casos. Se 

ha encontrado buena correlación entre la presencia de Mycoplasma bovis 

en un hato y la inhibición de ¡;elícula (57). 

E.3 !NHIBICION DE CRECIMIENTO 

La inhibición de crecimiento es una prueba que está de­

terminada por la habilidad de un antisuero para inhibir a los micoplasmas y 

se ha encontrado que no hay reacción cruzada de antígenos. Es una de las 

pruebas seTológicas mas específicas y ha sido utilizada para la identificación 

de ec;;pPr.ies de micoplasma (20). 

En infecciones experimentales, se ha observado que al 

doceavo día aparece una inhib1c.ipn de crecimiento de 3 :- -r. v se incremen­

to a 3.5 mm en el catorceavo día, permaneciendo así hasta el final del ex-

perimento (día 22) (54). 

E.4 1-lEMAGLUTlNACION PASIVA 

La aglutinación pasiva se refiere a la aglutinación de las 

células recubiertas de antígenos o a las partículas inertes que son portadoras 

de antigen0s soluhles (30). 

Hay una variedad de antígenos solubles que pueden adsor-

berse de manera pasiva o acoplarse químicamente a los eritrocitos u 0tras 
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partículas inertes. Muchos antígenos se acoplan de manera espontánea a 

los eritrocitos (15). Entre las ventajas de emplear eritrocitos para recu­

brirlos con antígeno, está su disponibilidad inmediata y su posibilidad de -

almacenamiento cuando los eritrocitos son tratados con formcl o glutaral­

dehido (3, 8, 52). Se han utilizado diferentes sustancias para unir las pro­

teínas a los eritrocitos. Se encontró que las proteínas pueden ser adsorbi­

das con ácido tánico a los eritrocitos y así ser aglutinados por anticuerpos. 

Se ha reportado un método en el que se emplean cationes 

metálicos para enlazar proteínas a glóbulos rojos, encontrando que el mas -

útil era el cromo (24). 

Se ha tratado de encontrar el antígeno de M)'_c:oplas.m.'1 

bovis más adecuado para ser usado en la prueba de hcmaglutina..ción pasiva, -

probándose antígenos completos, suspensiones de microorganismos sónicados -

(34) etcétera. 

La hemaglutinaciún pasiva se ha utilizado con f recucncia -

para demostrar anticuerpos en las infecciones producidas por micoplasma en 

el hombre y en los animales. Se han probado diferente~ métodos para la pru~ 

ba, usándose eritrocitos tanizados frescos o formalinizados, se encontró que se 

obtenían mejores resultados y una mayor sensibilidad con eritrocitos frescos -

tanizados que con eritrocitos tanizados y formalinizados~ La desventaja con -

los eritrocitos frescos tanizados es que no pueden ser almacenados por mas -
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de diez días (43) ya que puede ocurrir hemólisis. 

Igualmente la prueba se ha usado para detección de anticuer 

pos. contra varias especies de micoplasmas por ejemplo Mycoplasma pneumoniae 

(27), Mycoplasma mycoides (21), Mycoplasma hyosynoviae (59). La prueba fue 

utilizada para Mycoplasma bovis ( 18) y se encontró que es una prueba sensible 

y reproducible. 

Se han detectado altos títulos en animales infectados, com-

parados con los animales no infectados. El título sin embargo no es una guía 

segura de infección, ya que algunos animales con títulos altos pueden estar 

recuperandose y por otro ladQ, animal~s recientemente infectados pueden no -

mostrar títulos (39). 
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CAPITULO 11 

HIPOTESIS 

B:1 'diagnóstico de mastitis en animales infectados con 

Mycoplasma bovis. es más fácil efectuarlo a través de pruebas serológicas 

que llevar a cabo el aislamiento. 

OBJETIVOS 

1.- Comparación de les pruebas de inhibición de crecimiento, inhibición de 

película y hemaglutinación pasiva en el diagnóstico de mastitis bovina 

por micopl_asma. 

2.- Establecimiento de una técnica bacteriológica para el aislamiento de 

micoplasma en leche. 

3.- Obtención de antisueros contra Mycoplasma bovis. 
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CAPITULO lll 

MATERIAL Y METODOS 

A. MUESTRAS 

Se tomaron muestras de sangre y leche en condiciones de 

esterilidad de los cuatro cuartos de 57 vacas Holstein, pertenecientes al 

rancho La Pria localizado en Texcoco, Estado de México, el sistema de ord!: 

ño es manual. Las muestras se tomaron en período seco y posteriormente 

en lactación. 

Como hato control se tomaron muestras de 40 vacas Hols-

tein pertenecientes a la Granja Silvita localizada en Texcoco, Estado de Mé-

xico, en el que el ordeño es mecánico. Estos animales no tenian historia de 

mastitis por rnic.;opla3rn:i, confirmado por los resultados negativos obtenidos 

en el cultivo de la leche. 

B. MEDIOS DE CULTIVO 

Medio líquido de Friis empleado para el aislamien-

to de micoplasma. 

Caldo PPLO 

Caldo infusión cerebro corazón 

Extracto de levadura 

Glucosa 

s.o g 

5.0 g 

2.0 g 

10.0 g 
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Sol. Balanceada de Hanks 

Rojo de fenal 0.1% 

Agua destilada 

304 ml 

8 mi 

500 ml 

Se mezclan los componentes y se esteriliza en autoclave a 

121 !>C y l S libras de pLesión durante 1 S minutos. 

Se enfría el medio a una temperatura de 45-SOºC y en -

forma aséptica se adiciona el suero estéril de caballo y el an<ibiótico, se -

distribuye en tubos de 13 X 100 a razón de 3 mi. 

Medio sólido de Friis: 

Se prepara en forma similar al medio liquido pero se le 

adicionan 10 g de agar noble. 

Sol. Balanceada de Hanks 

Sol.· Stock A 

NaCl 

KCl 

so.o g 

4.0 g 

MgS04 7 H20 1.0 g 

Agua destilada 400 mi 

CaC1
2 

Aforar a 

1.4 g 

500 mi 

Sol. Stock B 

Agua destilada 

Aforar a 500 mi 

400 mi 

0.6 g 

Se mezclan 25 ml de la solución stock A con agua destilada 

y después se agrega 25 mi de la solución stock B y se afora a 500 mi. 
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C. CULTIVOS DE LECHE 

Se toman 100)11 de leche y se siembran en 3 ml de medio 

Friis, se hacen diluciones 1:10 y 1:100 con el medio Friis, se incuban a 372C 

y se examinan diariamente. A los siet~ días se siembran en medio sólido <le 

Friis incubándose a 37ºC en condiciones de velobiosis y humedad. El crecimie,!! 

to de las colonias se observa con el n1icroscopio esteroscópico a magnificación 

de 25 X. 

D. IDENTIFICACJON DE M!COPLASMAS AISLADOS DE LECHE 

La identificación se llevó a cabo por el método de inhibición 

de crecimiento (20), probándose con antisueros conocidos de especies involucra­

das en problemas de mastitis. 

Procedimiento: 

De un cultivo en medio líquido de Friis de 48 horas de las 

cepas a identificar, se tomó 1 mi que fue distribuido uniformemente con un -

hisopo en placas de Friis, se colocaron discos de papel filtro impregnados con 

20 ,,.ttl de antisucro, se incubo a 37ºC en condiciones de humedad .Y veJobio$is, 

se observó Ja zona de inhibición a las 72 horas. Como control se uso una cepa 

conocida de Mycoplasma bovis 201. 

E. PRUEBA DE DEPENDENCIA DE ESTEROLES 

Esta prueba diferencia entre eJ género Mycoplasma y Acho-

feplélsma. 
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La digitonina reacciona con los esteroides que tienen un grupo 

hidróxilo en el carbono 3 de la configuración J. El complejo que forma es in­

soluble. 

Solución para la prueba de esteroles: 

Digitonina al 1.5% se esterilizó por filtración. Una gota se -

colocó sobre discos de papel filtro previamente esterilizados, secándose a 379C 

y almacenándose a 4oc. 

Procedimiento: 

Los micoptasmas se sembraron en medio Friis sólido, inmedia­

tamente después se colocaron sobre la superficie discos impregnados con digitoni­

na y se incubaron a 379C durante tres a cuatro días. Una zona de inhibición in-

dica depende1u.;ia.. de c~tProles/ 

í'. PRODUCCION DE ANTIGENO 

Se hizo con la finalidad de inmunizar conejos y obtener anti--

sueros, para usarlos como controles po:::;iti..,.·os ;.r además para la identificación -

de especies de micoplasrnas. 

Procedimiento: 

La cepa de referencia Mycoplasrna bovis 201, fue usada parn 

la producción de anti.sueros. Este micoplasma fue crecido a 37ºC en 5 ml de -

dio F'riis durante 48 h, posteriormente se pasó a un volumen de 25 ml, de este 

a 100 mi, hasta llegar a un volumen de 2 lts, en intervalos de 2.4h. Se centri-



- 19 -

fugó a 10,000 rpm durante 30 minutos y se lavó tres veces con solución 

buffer de fosfatos pf-1=7 .O El paquete fue reconstituido al 10% de su vo-

lumen original y se prepararon alícuotas de lml que se congelaron a -70ºC. 

El antígeno no fue inactivado (3), debido a su poca an-

tigenicidad. 

Se sembro en agar sangre y en medio sólido de Friis para 

verificar su pureza. 

G. PRODUCC!ON DE ANTJSUEROS 

Se r:ealizo con eJ objetivo de tener sueros control positivos 

para la prueba de hemaglutinación pasiva,· y contar con antisueros para la iden­

tificación de micoplasmas. 

Se usaron cinco conejos machos Nueva Zelanda de 3 Kg . Co-

mo controles se usaron dos conejos. 

Programa de Inmunización 

Dia Dosis Vía 

o Sangrado inicial 

0.75 ml antígeno y 0.75 mi ACF IM 

3 

6 

9 

1..0 mi antlgenu repartido en se 

cuatro partes 

0.75 mi antígeno y 0.75 mi AIF 

0.75 mi antígeno y 0.75 mi AIF 

0.75 mi antígeno y 0.75 mi AIF 

!M 

IM 

IM 



12 

33 

36 

39 

42 

53 
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0.75 mi antígeno y 0.75 mi AIF 

1.0 mi antígeno repartido en 4 

partes. 

Sangrado de prueba 

1.5 mi antígeno 

2.0 mi antígeno 

2.5 mi antígeno 

3.0 mi antígeno 

Sangrado final 

IM intramuscular se subcutáneo 

IV intravenoso AeF Adyuvante 

IM 

se 

IV 

IV 

IV 

IV 

completo de Freud 

AIF Adyuvante incompleto de Freud 

H DETERMINAeION DE PROTEINAS DEL ANTIGENO 

Se hizo para poder ajustar el antígeno inoculado en base a la 

concentración de proteína. 

Fue realizado por el método de Micro Kíeldah! haciendo una 

modificación y titulando en una cámara de Conway (35, 42). 

Reactivos: 

Acido sulfúrico libre de nitrógeno 

Oxido de mercurio libre de nitrógeno 

Sulfato de potasio libre de nitrógeno 

Solución de hidróxido de sodio-tiosulfato de sodio (60 g NaOH 
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S g Na2s2 o 3s H 20 en 200 ml de agua destilada). 

Solución saturada de H
3
B0

3 

Acido clorhídrico 0.01 N 

1.- Una muestra de 1 mi de antígeno se colocó en un matraz de digestión de 

100 mi perfectamente limpio. 

2.- Se adicionó 1 ml de H2so4 , 0.5 g K2so4 y 15 mg de HgO. 

2.- Se colocaron algunas perlas de ebullición y la muestra se digirió durante 

. 30 a 60 minutos, el matraz se dejo enfriar y se agregaron 5 ml de agua 

destilada. 

4.- Para llevar a cabo la titulación, se adicionaror. S mi de ácido bórico en 

la cámara interior y dos gotas de indicador (mezcla de rojo de metilo y 

púrpura de bromocresol), a la cámara exterior se le agregaron S mi de la 

solución de hidróxido de sodio-tiosulfato y lml de la muestra ya digerida, 

se tapa rapidamente la cámara con un vidrio esmerilado, permitiendo la 

difusión del amoníaco hacia el compartimiento interior de la cámara, lo 

cual es indicado por el vire d<:l ir.dicador. El blanco se hizo de forma si-

milar pero sin muestra .. 

S.- Se titulo con HCI 0.02 N y se comparó con el blanco. 

Cálculos: 

%N= (mi HCl - mi blanco ) X Normalidad X 14.007 X 100 

mi de muestra 



% Proteína %N X 6.25. 

l. PRUEBAS DE DIAGNOSTICO 

HEMAGLUTINACION PASIVA 

lviuestras de suero: 
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Todos los sueros fueron sepa(ados del coágulo por centrifugación 

a 2500 rpm, durante 10 minutos y se· almacenaron a -20ºC hasta su uso. 

Soluciones: 

Sol. de Alsever. Para conservación de eritrocitos 

Dextrosa 2.05 g 

Citrato de sodio 0.80 g 

Cloruro de sodio 0.42 g 

Ag1_rn dec::tiJ~Hi~ 100 mi 

Se ajusta el pH a 6.1 con ácido cítrico al 10%, antes de esteri­

lizarse a 10 libras durante 15 minutos. 

Sol. de Trietanolamina 

Trietanolamina 28 mi 

HCI 1 N 180 mi 

NaCl 75 g 

MgCI 2 1-120 g 

CaC12 0.2 g 

Se diluye la solución stock con nueve volúmenes de agua, se aju~ 

ta el pl-1= 7.3 y se agrega gelatina al 0.05%. 
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Solución salina 0.15 M 

~ SoluCión ·de cloruro crómico 0.1% (en Sol. salina) 

Sol.de suero de conejo (diluyente) 

El suero normal de conejo se inactivo a 56ºC durante 30 

minutos y se adsorbió con glóbulos rojos de carnero (0.9 de suero más O.lml 

de paquete). Se mezcló 1 ml de suero en 99 ml de solución salina de fos­

fatos pH=7 .2. 

Procedimiento: 

La prueba se realizó en microplacas 

1.- Preparación de eritrocitos frescos de carnero, conservados en solución Al­

sev~r, se centrifugaron a 1300 rpm durante 10 minutos y se lavaron tres -

veces con solución salina. 

2.- Se torné 0.1 ml del pRquetP riP edtrocitos~ se adicionó 0.2 mi del antíge-

no diluido y se agrego gota a gota 0.2 ml de solución fresca de cloruro 

crómico, con agitación constante. 

3.- Se incubó a H::o:mperatura ambiente cinco minutos, se lavó cuatro veces con 

solución salina y Jos eritrocitos se resuspendieron en solución dB .l:rietanol­

amina a una concentración final 0.5%. 

Titulación del antígeno: 

Se prepararon diluciones 1:25, 1:50, 1:100, 1:150 del antígeno 

(879 mg/ml de protelna) y se hicieron titulaciones de "ajedrez" con un suero -

negativo y otro suero positivo de un título alto. 
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Tomándose como dilución óptima de antígeno aquélla dilu-

ci6n que di6 el titulo más alto con el suero positivo y negativa con el otro 

suero .. 

Muestras de suero: 

Con el fin de inactivar el complemento Jos sueros fueron -

puestos a 562C durante 30 minutos y se adsorbieron con glóbulos rojos a 372C 

durante 30 minutos .. 

Procedimiento de la prueba: 

1.- En las placas de microtitulación: se transfirieron 0 .. 05 mi de diluyente con 

suero normal de conejo a cada uno de los pozos. 

2.- En el primer pozo de la rnicroplaca se pusieron 0.05 mi del suero a probar 

zc íín3t:.ciú y se hicieron las diluciones con el microdiluctor (Dynatech Labo-

ratories, INC. ). 

3.- Se adicionaron 0.025 rnl de solución sensibilizada de glóbulos rojos de terne-

ro a en.da dilución de suero. 

4.- Se incubó a 42c durante 12 horas y se leyó. 

J. PRUEBA DE INHIBICJON DE CRECIMIENTO Y DE PEL!CUl.A 

1.- De un cultivo de 48 h de Mycoplasma bovis 201, se prepararon diluciones 

logaritrnicas de 10-Z con medio líquido de Friis. 

2 .. - Se tomó 1 rnl de la dilución y se sembró en una caja con un hisopo, se 

colocaron cilindros a Jos cuales se les adicionaron 250 1 del suero a probar. 
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3.- Se incubó a 37ºC en condiciones de humedad y velobiosis, durante cuatro 

días. 

4.- Se observara~ con el microscopio esteroscópico a una magnificacioón de 2SX 

la zona de inhibición de crecimiento y de película, las cuales fueron medi-

das respectivamente. 
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CAPITULO IV 

RESULTADOS 

A. AISLAMIENTOS 

El micoplasma aislado fue identificado por el método de In­

hibición de crecimiento (20), como Mycoplasma bovis. 

En el cuadro 1 se presenta el número de aislamientos. 

CUADRO -1 AISLAMIENTOS DE MICOPLASMAS EN MUESTRAS 

DE LECHE 

PERIODO 

Seco 

Lactación 

NUMERO 

9 

7 

El micopl8.sma fue aislado en 19.ó4% Je la::, Yd.Cas muestreadas 

y solamente en 9 animales durante el período seco y en_? animales muestreados 

una semana después del parto. 

El mayor número <le aislamientos de micoplasma se obtuvo de 

los cuartos del lado derecho del animal; 15 en los cuartos derechos, tanto ante-

rior como posterior y solo uno en el lado izquierdo. 
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B. PRUEBAS BIOQUIMICAS 

CUADRO 2. ALGUNAS PRUEBAS BIOQU!M!CAS CARACTERIST!CAS DE 

ESTE MICROORGANISMO. 

Fermentación 

de glucosa 

Hidrólisis 

de la 
arginina 

Formación Dependencia 

de película de esteroles 

Micoplasma aislado + + 

C. APARIENCIA FISICA DE CUARTOS 

C::UADRO 3. APARIENCIA FISICA EXTERNA DE-CUARTOS EN LOS 

QUE SE AISLO M!COPLASMA 

N'ORMAL INFLAMADO F!BROTICO 

Periodo seco 4 2 

Período lactación 2 4 

D. RESULTADOS OBTENIDOS EN LAS PRUEBAS 

Se tenía un hato control negativo de 40 animales el cual no 

presentaba historia de mastitis por micoplasma. En este grupo se realizaron -

las r res pruebas se ro lógicas y se intentó el aislamiento de micoplasma de cada 

cuarto. No se aisló y por lo tanto se consideró control negativo. 
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A el hato problema de 57 animales, con historia clínica -

aparente de mastitis por micoplasma, se le realizaron las tres pruebas ·seroló-

gicas y se intentó el aislamiento. Se aislo micoplasma y se consideró como 

hato control positivo 

CUADRO 4 T!TULOS DE HEMAGLUTINAC!ON PASIVA (%DE VACAS) 

Título 

(recíproco de 
la dilución final) 

10 

20 

40 

80 

160 

Hato problema Hato control 

seco lactación 

3.5 23.5 57.5 

14.0 43.1 20.0 

31.57 19.6 12.S 

31.57 9.8 10.0 

'10.52 3.92 

8.67 

E •. RESULTADOS DE LA PRUEBt. DE !NHIBIC!ON DE CRECIMIENTO 

CUADRO 5. INl-l!BICION DE CRECIMIENTO (% DE VACAS) 

mm de Hato control 

inhibición 

2 -

6 - 10 

10 

92.5 

2.5 

2.5 

2.5 
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F. RESULTADOS DE LA PRUEBA DE INHIB!CION DE PELICULA 

CUADRO 6 lNHIB!ClON DE PEL!CULA (~·, DE VACAS) 

mm de inhibición Hato problema 1-lato control 

seco lactación 

5.3 15.8 47.5 

2 - 5 19.3 24.6 20.0 

6 - 10 38.6 36.8 20.0 

10 36.8 22.3 12.5 

G. COMPARAC!ON DE MEDIAS 

Se compararon las medias de anticuerpos sanguíneos entre 

el grupo control negativo (n = 40) y el grupo control pns;tivo (n - 8). Ha-

ciendo una prueba t de Student para determinar diferencia de medias. Se 

realizó una trasformación al recíproco del título de an_:icuerpos y posterior-

mente se hizó la prueba de t de Stu~ent. 

Lo mismo se hizo (diferencia de medias) por t de Student 

para inhibición de ,ielícula e inhibición de crecimiento. 
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CUADRO 7 COMPARACION DE MEDIAS 

Hato + 

Hemaglutinación pasiva; reciproco de la 
dilución del suero 

Inhibición de creci~iento; mm de 
inhibición 

Inhibición de película; mm de 
inhibición 

a, b diferente literal dentro del mismo renglón indica diferencia significativa 
(P 0.05). 

Las tres medias del grupo positivo en cada una de las pruebas 

resultaron mayores que el grupo negativo. 

H. SENSIBILIDAD Y ESPRC:W!C!DAD 

% Sensibilidad = Verdaderos positivos X 100 
Verdaderos pos1uvos + falsos negativos 

% Especificidad Verdaderos negativos X 100 
Verdaderos negauvos + falsos pos1uvos 

Sensibilidad HP 2 0.25 
2-j:() 

Especificidad HP 36 0.9 
30+4" 

Prueba de inhibición de crecimiento y de pelicula se tomó como 

positiva con 1 mm de inhibición (20). 

Sensibilidad IC 5 0.625 Especificidad IC 38 0.95 
"""""5+-3 3lf+2 

Sensibilidad IP =--ª--= 1.0 Especificidad IP - 21 0.525 

8 +o 21 + 19 
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CUADRO 8 SENSIBILIDAD Y ESPECIFICIDAD DE CADA UNA DE LAS 

PRUEBAS 

Prueba 

Hemaglutinación pasiva 

Inhibición de crecimiento 

Inhibición de película 

Sensibilidad 

25% 

62.5% 

100% 

Especificidad 

90% 

95% 

52.5% 

CUADRO 9 RESULTADOS DE LOS ANIMALES VERDADEROS 

POSITIVOS 

A n m a l IC IP HP 

3 mm 6 mm 1:10 

2 o 1:10 

3 7 7 1:40 

4 o 10 1:20 

5 2 11 

6 9 14 1:20 

7 o 3 1:80 

8 6 10 1:10 

IC Inhibición de crecimiento 

IP Inhibición de película 

HP Hemaglutinación pasiva 
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CUADRO 10 RESULTADOS DE LAS TRES PRUEBAS EN EL HATO 

NEGATIVO 

AN IM AL IC IP HP 
1 
2 8 1:20 
3 7 
4 7 
5 
6 
7 12 1:20 
8 5 1:10 
9 4 

10 4 1:10 
11 12 
12 
13 
14 
15 14 
16 
17 1:10 
18 10 1:20 
19 1:10 
20 
21 1:10 
22 1:10 
23 1:40 
24 
25 ¡;¿ 

26 7 7 
27 
28 
29 5 
30 4 
31 6 
32 1:10 
33 7 1:40 
34 8 1:40 
35 5 
36 
37 3 1:10 
38 6 1:20 
39 1:40 
40 12 1:20 

En la prueba rlP. hernaP"lutinadón nasiva se t'Op,..,f; rnmo noc:irivo el valor 

crftico de 1:40 (18). 
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CUADRO 11 RESULTADOS DE LAS TRES PRUEfl 'S EN EL HATO PROBLEMA 

Período seco Periodo de lactación 

A n m al IC IP HP IC ¡p HP 

1 12 1:20 4 4 1:40 
2 5 13 1:80 7 1:20 
3 7 1:20 7 1:10 
4 4 1:160 5 1:80 
5 3 6 1:10 8 1:20 
6 8 14 1:80 2 8 1:10 
7 7 1:10 7 11 1:10 
8 1:10 4 
9 2 12 1:40 6 14 

10 8 1:80 9 1: 10 
11 15 18 1:20 14 1:10 
12 5 14 1:10 4 12 
13 6 7 1:40 
14 7 1:40 4 1:20 
15 5 1:40 7 1:20 
16 2 4 1:20 4 4 1:10 
17 10 17 1:20 9 11 1:10 

-1s 10 17 1:10 8 5 1:10 
19 6 14 1:40 7 13 
20 9 1:10 
21 2 1:20 8 1:10 
22 10 17 1:40 9 15 1:20 
23 10 12 1:20 6 
24 8 14 1:80 y 1:10 
25 5 14 1:40 11 
26 9 1:40 7 1:10 
27 7 13 1:40 13 1:20 
28 7 1:160 2 9 1:80 
29 12 12 1:80 14 16 1:10 
30 1:40 1:10 
31 7 1:160 7 1 :20 
32 7 10 1:40 3 10 1:20 
33 6 10 1:20 2 
34 10 1:20 10 1:10 
35 1:40 1:10 
36 7 1:160 4 17 1:40 
37 3 1:10 2 9 1:10 
38 4 5 1:20 1 6 1:10 
39 4 4 1:20 12 12 1:10 
40 2 11 7 10 1:10 
41 9 14 1:20 6 12 1:10 
42 3 B 10 
43 3 12 1:40 3 7 1:20 
44 1 6 1:40 2 8 1:20 
45 6 13 1:40 1 12 1:40 
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CONTlNUACION CUADRO 10 RESULTADOS DE LAS TRES PRUEBAS EN EL 

HATO PROBLEMA 

A ni m a IC IP HP lC lP HP 

46 12 1:160 1:40 
47 12 1:20 11 1:20 
48 2 2 1:20 4 4 1:10 
49 8 14 1:40 1:20 
50 3 1:80 2 1:40 
51 11 1:20 
52 4 1:20 2 1:20 
53 8 1:20 2 
54 11 1:20 3 16 1:10 
55 6 10 1:10 7 10 1:10 
56 3 10 1:40 5 10 1:20 
57 8 1:20 10 1:10 

En _las ·gráficas 1, 2, y 3 se muestran los resultados del 

hato problema (57 animales y el hato control 40 animales en cada una de las 

pruebas. 
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GRAFICA 2 

INHIBICION DE CRECIMIENTO 
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CAPITULO V 

DISCUSION 

El diagnóstico en un hato usualmente se hace con cultivos 

de leche de casos clíni'cos (39). !.?.:; c!ificultades en el cultivo y en el aisla-

miento de micoplasma imponen limitaciones en el diagnóstico de ganado 

infectado, lo que se comprueba en este trabajo como se muestra en el cua-

dro 1, donde se presentan el número de aislamientos realizados. La baja 

cantidad de aislamientos en las muestras no~ indica la dificultad que presen-

ta el aislamiento. 

En el caso de_. las pruebas sero16gicas los anticuerpos a -

micoplasma pueden ser detectados por muchos procedimientos; una o más -

pruebas se pueden usar para detectar la infección de!' haro dependiendo de 

la sensibilidad y especificidad, de la prueba en lugar de un exámeri de cul­

tivo (18, 36 ). se· ha demostrado que Mycoplasma bovis estimula anticuerpos 

aglutinantes, inhibidorcs de metabolismo, inhibídorcs de crecimiento erc.(1). 

Se encontró que Ja prueba de hemaglutinación pasiva era 

sensible, reproducible, espuclfica y rápida, (18). Se encontró que los titu-

los de hemaglutinación pasiva se incrementan en animales infectados a diferen-

cia de los títulos bajos en animales no expuestos a Mycoplasma bovis. Esto se 

pudo observar en el haro problema y en el hato control (gráfica 1), en donde 

el porcentaje de animales con titulas bajos fue menor en el control y mayor 
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en el hato problema. Se encontró . ·~ la prueba era específica (cuadro 8) y 

rápida ya que con el. método de microplaca se pt11.:Ucn trabajar un grafl: número 

de sueros y se necesita poca cantidad de antígeno. Sin embargo el titulo no 

es una guia segura de la infección, ya que algunos animales con títulos altos 

podrían estar en recuperación cuando se tomó la muestra y animales reciente­

mente infectados podrían no mostrar títulos altos todavía. Lo que se podría 

sugerir en la prueba de hemaglutinaci6n pasiva, es que se realizen más mues­

treos de los animales para poder encontrar títulos. 

Los anticuerpos inhibidores de crecimiento se encontraro:i. en 

un alto porcentaje en el hato problema compárandose con el control en donde 

el 95% de animales no presentó' estos anticuerpos (gráfica 2). La técnica es 

sencilla pero requiere de más tiempo que la de hemaglutinación pasiva para su 

ejecución y además se necesita de medios apropiados para el crecimiento de 

micoplasmas. La prueba d~ inhibición de crecimiento resultó ser específica y 

sensible en mayor proporción <1,UP. 1~ fHllP.h~. de· hemaglutin::tci6n pasi..-a. 

La prueba de inhibición de película tiene la ventaja de 

qu~ se puede hacer al mismo tiempo que la de inhibición de crecimiento 

siempre y cuando el micoplas111a involucrado produzca película como en el 

caso de 1VI. lnvis. Se ha encontrado que los anticuerpos inhibidores de pe!i­

cula persisten durante más de un año (57) y en este trabajo se encontró un 
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porcentaje mas alto de estos anticuerpos, que de anticuerpos aglutinantes o 

inhibidores de crecimiento (cuadros 4, 5, y 6). La prueba result6 ser sen­

sible pero poco específica (cuadro 8). 

Se encontraron diferencias significativas en cada prueba -

(cuadro 7) entre el hato problema y el control. 

La falta de correlación entre un cultivo positivo y un ti­

tulo alto de anticuerpos específicos no es necesariamente incongruente. 

Puede indicar que la muestra obtenida carecía del microorganismo o que el 

organismo no es suficientemente invasivo para producir una buena respuesta o 

que los organismos no son buenos antígenos para producir anticuerpos. 

Es de vital importancia el diagnóstico de la infección en -

un hato para poder controlarla. En este caso la propagación de la infección 

se vi6 incrementada por falta de medidas higiénicas. 

Se pudo comprobar que la infección se presenta tanto en 

periodo seco como en lactación como es mencionado por Boughton, ¡e:;: avari~n­

cia de la leche en algunas de las muestras de donde fue aislado el micoplasma­

parecia casi normal con pequeños grumos; sin embargo en otras muestras se -

presentaban mas cambios característicos de mastitis por micoplasma. 

La cepa aislada en todos los casos fue Mycoplasma bovis 

(cuadro 2) encontrándose generalmenre en los cuartos derechos, concordando 

con los reportes de que Mycoµlasma a veces afecta un solo tipo de cuartos (11). 
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CAPITULO VI 

CONCLUSIONES 

1.- Las tres pruebas se pueden usar para el diagnóstico a nivel 

de hato. 

2.- La prueba que resultó más sensible y específica para el diag-

nóstico fue Ja de inhibición de crecimiento. 

3.- Se pudo establecer la técnica para el aislamiento de micoplas-

ma a partir de leche. 

4 .. - Se obt1Jvo antisuero para Ja identificación rlP ~.1.-bovis 
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