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RESUMEN 

PATOGENICIDAD DE MICOPLASMAS INVOLUCRADOS EN LA MASITTIS 
BOVINA 

MVZ. Rosa Elena Miranda Morales Tutor: Dr. Francisco Trigo Tavera 
Asesor: Dr. Francisco Suárez Guemes 

De 50 muestras de leche de bovinos con problemas de mastitis recurrentes, de 

Tizayuca, Hidalgo, México., se obtuvieron 18 aislados de Mycop/asma spp, se 

proCl'saron l'n el medio de cultivo de Hayflick a la te~peratura de 37 C, en una 

atmósfera de 5-10% CÜ1 por 72 hrs. Las 18 cepas de MYCIJp/asma spp carecen de 

pared celular, fermentan la glucosa, producen películas y manchas, reducen el 

tetrazoUo en aerobiosis, son fasfatasa activa y tienen actividad proteolítica al 

hidrulizar la caseina. Las 18 cepas son consideradas el mismo serotipo al 

identificarlas con un antisuero poUdonal, preparado de una de las cepas 

sl'leccionad.ls aleatoriamente, en las pruebas de Inhibición del crecimiento e 

Inhibición del metabulismo. En las colonias de los aislados se utili1.aron diferentes 

antisueros de micoplasmas con la prueba de inmunofluorescencia indirecta, las 

cepas no coincidieron cun ningún antisuero de las especies de micoplasmas 

responsables de producir mastitis y de micoplasmas proteolfticos, lo que sugiere 

qUl' es una nueva especie de micoplasma que se le asignó el nombre de 

MI/C<lp/a~ma "'C::l'icaIlL'llsis. MI/ClIp/asma mc:xicaTtensis hemoadsorbe eritrocitos de 

cuye y de bovino, citoadsorbe células epiteliales de glándula mamaria, pruebas , 
importantes para establecer que estos microorganismos, en su fase log, se adhieren 

a las células ~piteliales de un cultivo primario de glándula mamaria a los 30 



v 
minutos de infección, estudio que se realizó junto con cepas control de M. bcwis, y 

M. canadense responsables de producir mastitis, y no se encontró diferencia 

significativa en la adherencia entre las cepas. Se observó que las células 

presentaron alteración en su morfología, de poligonales a redondeadas en la 

microscopía de barrido; y en la microscopía de transmisión se observó que los 

micoplasmas están unidas a la membrana de la célula huésped por medio de 

proyecciones de su membrana formando un puente de unión, situación que se 

observa en algunas especies de micoplasmas. M. mexicanensis , cepa en estudio, 

tiene la capacidad de producir daño; evento que se corroboró con la microscopía 

de barrido a partir de los 30 minutos de infección y por la presencia de la enzima 

deshidrogenasa láctica a partir de las dos horas. Es así, que con los resultados 

obtenidos se puede sugerir que Mycoplasma mexicanensis tiene la capacidad de 

adherirse y producir dafto a las células epiteliales de glándula mamaria in vitro y se 

puede hipotetizar como un patógeno involucrado en problemas de mastitis de los 

bovinos. 



INTRODUCCIÓN 

Antecedentes históricos. 

El primer informe de micoplasma cultivado de un caso de pleuropneumonfa 

bovina fue en 1898 por Nocard y Roux a partir del aislanliento de Mycoplasma 

mycoidc:s subsp mycoides. Los micoplasmas ocasionan diferentes problemas en 

bovinos, los respiratorios por M. mycoides subsp mycoides, M. bavis, M. dispar, los 

problemas de mastitis por M. bavis, M. californicum, M. canadensc; y los 

reproductivos por M. bavigenilalium, Ureaplasma diversum. No fue hasta 1947 que 

se realizó por Edward y Freundt, el primer informe de mastitis por Mycoplasma 

bavigc:nitalium en Inglaterra, aislado del aparato genital y semen, que ocasiona 

vulvovaginitis, infertilidad y mastitis (Stuart el al 1963, Cho 1976, Jasper 1977). 

Posteriormente en 1962 se presentaron fuertes brotes de mastitis en Connecticut, 

New York, y California causados por Mycoplasma agalacliae subsp b07.>is también 

llamado M. bllvimaslitidis, ahora conocido como M. bllvis (Hale, el al 1962). Una 

nU\!Vtl especie, M. Ctllifllrnicllm, es la s\!gunda \!speci\! qU\! con mayor frL'Cuencia se 

\!ncuentra involucrada en mastitis ocasionando severa inflamación, afectando la 

funcionalidad de la glándula mamaria; \!ste cuadro se ha observado en California, 

Irlanda, Escocia y Alemania. M canadclIS<! fue descrita por prinlera vez en Canadá 

(Runhke y Onoviran 1975) y se consideró como una especie nueva, esta especie es 

un patógeno importante de mastitis en California. 

Los micoplasmas menos comunes que producen mastitis son M. bavigenilalium y 

M. t¡lkail'scC:lIs; se han logrado aislar otros micoplasmas de glándula mamaria 

como M. bavir/¡illis, M. arginini y Ac/¡oleplasma laidlawii, aunque se cuestiona su 

patogenicidad' y son considerados como microorganismos contaminantes. La 

especie de micoplasma M. capriclllllm, que afecta a los caprinos y es considerado 

patógeno impqrtante de ovinos, se le ha asociado también con la mastitis clinica 
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en bovinos. Los micoplasmas M. bovis, M. bovigenitalium, pueden estar presentes 

en el aparato respiratorio ó genital de bovinos aparentemente sanos, y sirven 

como posible fuente de infección para la glándula mamaria. 

Generalidades de los micoplasmas. 

Los micoplasmas se dividen en organismos helicoidales y no helicoidales, los 

helicoidales lo forman los Spiroplasmas que son habitantes de plantas y artrópodos 

y muchos de ellos son considerados patógenos. Los micoplasmas no helicoidales 

que no requieren de esteroles son los Acholeplasmas, estos microorganismos son 

comensales y no se consideran patógenos de los animales en condiciones normales. 

Los organismos no helicoidales dependiente de esteroles son los micoplasmas 

(ureasa negativos) y ureaplasmas (ureasa positivos). Aproximadamente 95 especies 

de micoplasmas y ureaplasmas son patógenos en los animales y el hombre. Los 

micoplasmas son huéspedes dependientes, parásitos extracelulares, sin embargo 

cepas como M. formmtans y M. penr:trans son intracelulares potencialmente 

p.\tógenos en personas infectadas de SIDA (Sindrome de inmunodeficiencia 

ad4Iulri4Ia). 1..1 mlcoplasmosis en los animales domésticos es considerada una 

enfermedad multifactorlal, donde los factores predisponentes como infecciones 

recurrentes, hacinamiento, condiciones climáticas desfavorables, edad, 

cunstitución genética, estrés y manejo, juegan un papel· importante. La 

4'nfermedad por mlcoplasmas se pueden categorizar como 1) enfermedad 

sl'ptic:émica, II} diseminación por sangre seguida por inflamación de cavidades y 

iuticulaciones ni) enfermedad local del aparato respiratorio, genitaL glándula 

mamaria y conjuntiva (Gyles, Thoen 1993). 

Los micoplasmas son microorganismos procariotes de la clase Mollicutes. El 

termino fue introducido por Nowak (1929), y se atribuye a la ausencia de la pared 

celular y a la inhabilidad para sintetizar el peptidoglicano. Son microscópicamente 

visibles y extremadamente pleomórficos, de tal manera que las células varian de 



forma cocoide, cocobacilar, anillada, ramificada, filamentosa y agrupadas en forma 

de rosario con diámetro de 200 a 400 nm. La ausencia de la pared celular se refleja 

en la plasticidad del organismo. 

Estructuralmente la membrana de los micoplasmas es trilaminar de 7.5 a 10 nm; la 

capa media es menos electrodensa que las otras dos, contiene esteroles y carece de 

ácido diaminopimélico (McElhaney 1992), Es- una membrana con una bicapa de' 

lipidos, las proteínas de membrana son importantes ya que contribuyen en la 

estructura y en la actividad inmunológica de la célula. El citoplasma de los 

micoplasma generalmente es uniforme, sin embargo algunas especies presentan 

estructuras terminales de adhesión y otras especies presentan esas estructuras con 

una zona densa central como finos gránulos, su función y organización se 

desconoce; 

La reproducción de los micoplasmas es por fisión binaria, se observan numerosas 

formas morfológicas de micoplasmas debido a la división citoplasmática que no 

siempre está sincronizado con la replicación del genóma. Carece de estructuras 

membranales, algunas cepas poseen estructuras externas como la cápsula. Son las 

formas viables más pequeftas ya que pasan a través de membranas filtra bies de 

poros con diámetro entre 450 y 200 nm. No poseen flagelos' o pili, lasespccies'que 

!Ion móviles presentan movimiento de traslación. Se consideran Gram negativos 

pero se tiften mejor con la tinelón de Glemsa. 

El genoma de los Mycoplasmatalc:s es aproximadamente 800 a 1200 pares de kb, 

corresponden a 600·800 genes, que se considera lo mínimo necesario para tener 

vida independiente. El ADN es pobre en guanina y citosina (1840%). No es diflcil 

aislar y clonar genes' de micoplasmas' dentro de cepas' de Escherichia coJi, sin 

embargo es dificil que los genes de micoplasma se expresen en este hospedador. 

Esto es debido a la diferencia del codón utilizado ya que muchos micoplasmas leen 

al triptofano como UGA, mientras que E. coli lo lee como un codón de término en 

la sin tesis de proteínas. El análisis de la secuencia de los genes de la subunidad 

165 del ARNr ha mostrado una fuerte relación con el genero de Clostridium y 
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sugieren que el micoplasma constituye una forma evolutiva degenerada (Weisburg 

et al. 1989, Bové 1993, Dybvig et al 1996). Son mucho más sensibles que las 

bacterias poseedoras de pared celular a condiciones ambientales, tales como la 

osmo\aridad del medio y su membrana es muy sensible al daño producido por 

substancias tensioactivas. Los micoplasmas son frágiles fuera del hospedador; el 

microprganismo es susceptible al calor, detergentes, desinfectantes y substancias 

antimicrobianas que inhiben la transcripción, traducción y a la enzima ADN girasa. 

Hay antimlcrobianos útiles que actúan primariamente en la síntesis de la pared 

celular o en la integridad de la pared celular (Whitford 1994). 

Por su limitado potencial genético los micoplasmas requieren una intima 

asociación con la célula huésped y es as! que para su crecimiento in vitro requieren 

de medios enriquecidos los cuales deben contener adecuados niveles de proteína, 

esteroles y ácidos grasos, esto debido a la ausencia de la pared celular. Los 

mlcoplasma.'l en términos generales son microorganismos fastidiosos en sus 

requerimientos nutriclonales, quizás debido al pequeño tamai\o de su genoma, 

presentan una limitada capacidad biosintética, lo que los hace dependientes de una 

gran variedad de moléculas precursoras para sintetizar compuestos 

macromoleculares como proteinas, Upidos membranales y ácidos nucleicos. 

Muchos de los medios preparados para el crecimiento de micoplasmas se basan 

en t!I medio Edward el cual contiene peptonas, infusión de corazón de bovino, 

prl.'Cursorl!s de ácidos nuclelcos, autolisado de levadura junto con el extracto dI! 

levadurc\ qUI! proveen factores de crl.'Cimiento lábiles al calor, asl como suero el 

cual provee Iípidos no tóxicos y protección al unirse con iones metálicos tóxicos y 

cloruro de ,odio u otro ,oluto no iónico para ajustar la osmolaridad del medio. Los 

mlcoplasmas son cultivados en medios enriquecidos que le proveen carbohidratos 

y aminoácid~s para el metabolismo energético, síntesis de proteínas y Upidos; 

para la síntesis de membrana, requieren de esteroles que incorporan dentro de la 

membrana, creando un ambiente osmótico estable para sobrevivir en condiciones 

fisiológicas normales. El crecimiento es lento variando entre 1 y 10 horas y en 



s 

ocasiones hasta días cuando se realiza el primer aislamiento. Son capaces de crecer 

en un ambiente aerobio o anaerobio facultativo. Muchas especies en el medio 

sólido desarrollan pequeñas colonias en forma de huevo frito que muestran un 

crecimiento central en el medio de cultivo. 

La identificación de los micoplasmas, aislados en el medio de cultivo adecuado, se 

basan por su reactividad bioquímica y antigenicidad. Algunas especies de 

mico plasmas pueden utilizar la glucosa y otras carbohidratos como manosa, 

maltosa como fuentes energéticas; y otros micoplasmas utilizan aninoácidos como 

la arginina, de tal manera que de los micoplasmas clasificados taxon6micamente, 

45 Íl.'1"Illentan la lactosa, 38 hidroüzan' la arginina, 9 usan' ambos' substratos- y 8 

carecen de las dos rutas: glucosa y arginina. 

La técnica de inmunofluorescencia empleando sueros especificos es de utilidad en 

la identUicación de especies de micoplasmas, así como las pruebas de inhibición 

del crecimiento, EUSA y técnicas moleculares (Razin y Freundt 1984, Whitford 

1994). El aislamiento satisfactorio a partir de muestras cUnicas depende de varios 

factores, incluyendo aquellos factores del hospedador que pueden condicionar su 

alsl"milmto, así como factores de cultivo y técnicas que pueden favofl.'cer o limitar 

d aislamiento primario de estos microorganismos (Cuadro 1.1). 

lAs estructuras superficiales que presentan los micoplasmas, cápsula, proyecciones 

superficiales, y fibrilinas son descritas en vari"s especies de micoplasmas 

patógenos de animales y humanos, estas estructuras amorfas extendidas sobre 20 a 

30 nm fuera de la membrana fueron sugeridas como responsables de la 

hemoaglutinacl6n, adherencia, y en la virulencia en general. El actual 

conocimiento d~ la virulencia como de la composición química de estas estructuras 

es muy incierta (Ajufo y Whithear 1978). La cápsula se ha observado en M 

pr,,·umC1l1itlt.', M., IlyopllL'umolliae, M. syrlOviae, M, gal/isrpticum (Ajufo y Whithear, 

1978, Tajima y Xagihashi 1982, Tajima et a/1982, Almeida et a/1991). El galactano es 

un material extramembranal, identificado como un carbohidrato sobre la 

superficie del micoplasma, aislado de M. rnycvidrs subsp rnycoidrs (Plackett ct al 
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1958). Los productos metabólicos tóxicos que liberan los micoplasmas como el 

peróxido de hidrógeno, se han detectado en M. pneumoniae, M. gal/isepticum, M. 

pulmonis, M. neurolyticum subsp capri, y producen daño a eritrocitos y a células 

epiteliales (Whittlestone 1972, Razin 1978). Algunos micoplasmas producen 

arginina deaminasa y por lo tanto utilizan la arginina que se encuentra alrededor 

de la célula huésped provocando' la carencia de este aminoácido esencial 

ocasionando que el crecimiento celular esté comprometido (Whittlestone 1972). El 

producto final de el metabolismo de la arginina y la hidrólisis de la urea es el 

amoniaco, que es bien conocido su efecto tóxico en las células (Razin 1978). Varias 

especies de mlcoplasmas producen exotoxinas, su efecto tóxico se ha observado 

por la inoculación experimental en el huésped natural. M. gallisepticum produce 

poliarterltis nodosa con necrosis e inflación (Thomas 1970). Con M. mycoides subsp 

mycoiJcs la inoculación de la toxina por vla subcutánea produce necrosis pulmonar 

en bovinos. M. bovis induce una respuesta inflamatoria eosinofillca cuando se 

inocula en forma intramamaria (Boughton 1976). 

Mlstltls por mlcoplasmls, 

Mycoplnsmn .bovls es el mlcoplasma más invaslvo que produce neumonfas y 

mastltis en bovinos y se encuentrA distribuido en todo el mundo. M. canaci~llse y M. 

califonllClml se han reportado como causa de mastitis en Californfa (EEUU) y en 

otros países OASper'l994). En las mastitts producidas por micoplasmas se observa 

Inflamación de la glándula con baja súbita de la producción láctea, la infección 

puede involucrar a más de una o a las cuatro glándulas, en la leche se observa un 

sediment~l con depósitos de aspecto arenoso y exudado purulento que se puede 

"bservar en las primeras semanas y posiblemente continúa en la siguiente 

lactación. En hatos en que la micoplasmosis es endémica la inflamación puede ser 

menos intensa, la morbilidad y la recuperación de los animales es variable. La 

mastitis por micoplasmas es propagada frecuentemente en el periodo de 

descanso lactacional con mal tratamiento Oasper 1979). El diagnóstico es por 
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medio del aislamiento e identificación del microorganismo o bien realizando la 

prueba de EUSA con anticuerpos monoclonales para M. bwis (Heller et al. 1993). 

Algunos investigadores han sugerido el tratamiento con tetraciclinas, gentamicina, 

pero se conoce que es muy difícil erradicar el problema de las vacas ya que se 

observan problemas de mastitis reincidentes. Los micoplasmas sobreviven en la 

piel del pezón de la gláridula mamaria y en el medio ambiente y únicamente 1 a 2 

dlas sobre madera y metal pero varias semanas en paja, esponjas yagua de bebida. 

Los bovinos que toman leche infectada con micoplasmas pueden presentar 

problemas del aparato respiratorio; estas infecciones pueden contribuir 

posteriormente a problemas neumónicos. Es muy probable que las vacas tratadas 

por una mastitis bacteriana puedan desarrollar inmediatamente después una 

mastitis por mlcoplasmas debido a un descuidado procedimiento en el 

tratamiento i asl se ha observado que hatos tratados contra infecciones por 

StrrptococclIS agalacHae están predispuestos a infecciones por mlcoplasmas. Se debe 

tl!nl!r una práctica especial en la introducción de animales nuevos sobre todo de 

aquellos que presentan problemas de mastitis, estos animales deben estar siempre 

en obsc!rvaclón (Whltford 1994). 

La mayorla de los mlcoplasmas son huésped - especlfico, algunas especies 

producen enfermedades severas, otras están asociadas con enfermedades y 

muchO!! parecen ser no patógenas. La patogenicidad de algunas especies de 

mlcoplasmas I:S hasta ahora incierta. El aislamiento de micoplasmas en animales y 

hombre sanos no es una prueba para considerarlo un comensal. Si el aislamiento 

ocurre en tejidos enfermos y si se encuentran otros microorganismos involucrados, 

I!sto no es • .ma prueba de que sea un patógeno. Los mlcoplasmas de importancia 

veterinaria están sujetos fácilmente a exámenes de inoculación del huésped 

natural, sin embargo por el bajo grado de patogenicidad es muy difícil de 

demostrar, 1'1 su expresión depende de una interacción sinérgica entre varios 

microorganismos o por factores de estrés; La habilidad para producir enfermedad 
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es el resultado de la interacción entre los componentes superficiales de la 

membrana de un patógeno y de la célula huésped infectada. 

Los micoplasmas inician la infección adhiriéndose a los tejidos seguido de daño 

celular. Estos microorganismos son tan pequeños que se observan .,fheridos en 

zonas aparentemente inaccesibles para protegerse de los mecanismos de defensa 

del huésped (Bredt 1976). La adherencia de los micoplasmas a la membrana 

pueden ocasionar problemas a la célula huésped, ya que la respuesta inmune debe 

tener una alta proximidad a la membrana celular infectada con la posibilidad de 

combatir la interacción y por ello puede causar daño al tejido del hospedador 

(Bredt 1976), los mlcoplasmas al estar unidos a determinantes como el ácido 

siálico pueden inhibir la función fisiológica normal de esos receptores resultando 

en una disfunción celular (Lloyd 1975). 

La adherencia permite que los mlcoplasmas liberen substancias como hemoJisinas, 

enzimas proteollticas, nuc1easas y metabolitos tóxicos directamente a la célula 

Inf~'Ctada alterando la integridad de la membrana, lo cual ocasiona que la célula 

huésped libere sus componentes esenciales o exista interferencia con funciones 

vitales. Muchos mlcoplasmas no son muy invasivos, y se encuentran confinados a 

superficies epiteliales provocando una leve infección localizada sin llegar a 

penl1tr.lf a los tejidos o disemlnarsl1 a otros órganos. Muchos patógenos del aparato 

fl'!lplratorio puedl1n persistir por meses en el sitio de infección después de que se 

dimlnó la enfermedad cllnic.l, sin causar daño al paciente. Por ejemplo, M. 

"""TI'l,yIiC'llm CII un patógeno potencial de roedores, se puede recuperar de ratones 

aparentemente sanos, en los cuales la infección se desarrolla cuando hay estrés 

flslco o biológico. Los mlcoplasmas pueden sobrevivir y persistir por largos 

perlod"s en su huésped porque 110 inducen una respuesta inmunológica intensa 

en ellos. Se sugiere ~~e es necesaria la exposición repetida para producir una 

enfermedad severa por micoplasmas. Los mlcoplasmas usualmente producen 

enfem\edades localizadas en las superficies mucosas, ya que la forma sistémica no 

se involucra y la respuesta humoral es baja ( Le Grand et al 1996). Durante la 
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enfermedad se ha observado que los componentes celulares del huésped pueden 

adsorberse a la superficie de los micoplasmas, este evento las protege de las 

defensas del huésped y favorece el desarrollo de autoanticuerpos durante la 

enfermedad. La adsorción de componentes proteicos ocurre también durante el 

cultivo y crecimiento de los micoplasmas con los componentes del medio de 

cultivo (Kion el a/1991). 

Varios estudios in vitro se han desarrollado para determinar la interacción de los 

micoplasmas con la célula huésped, en los cuales se utilizan cultivos celulares de 

tejidos y órganos. Se han realizado estudios para conocer por qué la infección por 

micoplasmas ocurre en el epitelio, se utilizan cultivos celulares de tráquea para 

analizar el curso de una infección localizada en mucosas y el daf\o celular 

resultante, la habilidad de los mlcoplasmas para unirse a receptores de la mucosa, 

la naturaleza química del sitio de unión del mlcoplasma y el receptor de la célula 

del tejido, la relativa virulencia de la cepa de micoplasmas, la función e 

importancia de los factores de virulencia como las hemolisinas para producir daf\o 

en los epitelios ciliados o no y el efecto de los mlcoplasmas sobre el metabolismo y 

función de las células epiteliales infectadas. Sin embargo cuando los modelos in 

t,itro proveen de mucha Información sobre el curso de una infección localizada, se 

debe recurrir a un modelo animal in vivo controlado para obtener el conocimiento 

de la respuesta humoral y celular del huésped en una enfermedad infecciosa 

(Kahan\.' 1984). 
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CUADRO 1.1 

ALGUNOS FACfORES QUE PUEDEN INTERFERIR CON EL AISLAMIENTO DE 
MICOPLASMAS. 

FACfORES DEL HUESPED 

Presencia de antibióticos u otras substancias 
en tejidos o fluidos 

Presencia de enzimas u otros inhibidores 
en tejidos 

Bajos niveles de organismos en los tejidos 
seleccionados. 

Anticuerpos en los tejidos o fluidos del 
huésped. 

FACfORES DEL CULTIVO 

Pobre calidad de los medios de cultivo 
debido a la variabilidad de los lotes. 

Deficiente elección del medio de cultivo 
suplementos, pH, condiciones atmosféricas 
y temperatura. 

Actividad inhibitoria del acetato de talio, o 
antibióticos del medio. 

Micoplasmas sensibles a los componentes 
del medio de cultivo, como extracto de le­
vadura. agar, o suero (más frecuentemente 
observado con aislamientos frescos). 

Competencia con la micro nora, incluyendo 
otros micoplasmas. 

Micoplasmas latentes que están presentes 
en los cultivos empleados (huésped, animal, 
cultivo celular. suero, embriones de pollo, 
etc) para el aislamiento primario. 
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AISLAMIENTO Y TIPIFICACION DE MICOPLASMAS 

A PARTIR DE MUESTRAS DE LECHE DE BOVINOS CON 

MASTITIS 

INTRODUCCIÓN 

La mastitis bovina causada por micoplasmas es producida principalmente por 

Mycoplasma bovis, ésta se encuentra difundida fundamentalmente en 

Norteamérica, Europa y Asia (Hale el al 1962, Boughton 1979, Jasper 1981, Jasper 

1994). Otras especies de micoplasmas igualmente importantes como causa de 

mastitis son M canadense (Langford el al 1976), así como la nueva especie M. 

califi1rllicum considerada en los E.E.U.U. la segunda especie responsable de 

producir mastitis (Jasper 1979). Algunas otras especies son productoras de mastitis, 

aun~lue con menos frecuencia: M. bovigenilalillm, M. alkalesccns, M. bovirhinis, M. 

argillilli, y Aclroleplasma laidlawii (Jasper 1981). 

La mastltis por mlcoplasmas se caracteri7.a generalmente por una súbita baja en la 

prm!ucclón láctea, pueden estar involucrados varios o todos los cuartos de la 

glándula. La secreción presenta grumos y se llega a formar un sedimento; en 

"Igunos casos se puede presentar exudado purulento. El problema puede 

continuar por semanas y en ocasiones prolongarse en la siguiente lactación. Las 

secreciones pueden contener un alto número de microorganismos que permiten 

ah" difusión y severas infecciones. En bovinos con micoplasmosis persistente, la 

inflamación es menos severa, la morbilidad y la recuperación de los animales es 

variable. El uso de la quimioterapia no es del todo efectiva. 

En México hay pocos informes del aislamiento de micoplasmas a partir de 

bovinos con mastitis (Avila et al 1983, Hernández et a/1984). Se ha observado que 
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en vacas con problemas de mastitis reincidentes no se aislan las bacterias más 

comúnmente involucradas en procesos de mastitis; y si éstas se llegan a aislar, se 

encuentran en cantidad escasa. Esto es indicativo de que posiblemente los 

micoplasmas están involucrados y no se logra un diagnóstico etiológico por la 

dificultad que representa el aislamiento del microorganismo. Se desarrolló el 

presente estudio con el fin de conocer las especies de micoplasmas involucradas en 

la producción de mastitis en bovinos de México a partir de procesos reincidentes 

de la enfermedad. 
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MATERIALES Y MÉTODOS 

Con el fin de aislar micoplasmas se colectaron 50 muestras de leche, como lo 

indica el Consejo Nacional de Mastitis (National Mastitis Council, 1987), a partir de 

vacas con problemas de mastitis reincidente, en hatos lecheros de la cuenca lechera 

de Tizayuca, Hidalgo, México. Las condiciones de inclusión para este estudio 

fueron que las vacas con problemas de mastitis no presentaban mejorla al 

tratamiento con quimioterapeúticos comunes y la secreción láctea de esos animales 

debla observarse con el suero separado. Después de obtenidas las muestras se 

enviaron en refrigeración a 4 C al laboratorio para su inmediato procesamiento. El 

medio de cultivo que se utilizó para el aislamiento de micoplasma fue el medio de 

cultivo Hayflick Oasper 1981) (Apéndice 1). Combinados todos los ingredientes, el 

medio liquido fue envasado en alicuotas de 2 mI y se conservaron en 

congelación a -20 C hasta su uso. Las cajas de agar (medio sólido), se prepararon 

con Ion Agar No 21 que es un agar puro y no es tóxico para los micoplasmas, el 

medio sólido Uevó una concentración de agar de 0.8 % en agua deionizada y se 

esterilizó a 15 libras, a 121 C por 15 minutos (Freund 1983). Se probó una cepa de 

micuplasma de M. bcwisz, adaptada in vitro para comprobar la confiabilidad del 

mcdio de cultivo. 

T~CNICA DE CULTIVO. Las secreciones lácteas se incubaron 37 C por 2 horas 

para disolver las moléculas de grasa, posteriormente se tomaron 200 1-11 de leche y 

se sembraron en el otedio líquido. Se realizaron diluciones de base 10, hasta la 

dilución 10.4, con la finalidad de diluir pusibles microorganismos contaminantes y 

1. Ion ag" No. 2. Mer<:k Labs. 
2. M. S,w;" cep. Donnett •• re 45. Donada por l. Universidad de A.hrus, Dindmarca. 
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agentes inhibidores que pudieran estar presentes en las muestras e inhibir el 

crecimiento de los micoplasmas presentes. En el medio sólido se depositaron 

60 ¡.tI de secreción y se distribuyeron por medio de estrías en aislamiento en 

cultivo puro (Barber 1976, Jasper 1979). Después de la siembra se w.cubaron las 

cajas de medio sólido en microaerobiosis bajo una atmósfera de 5 -10 % e02 y los 

tubos con las diferentes diluciones se incubaron en aerobiosis a la temperatura de 

37 e, durante un periodo de 24 a 72 horas. Los tubos con las diluciones se 

observaron cada 24 horas para detectar cambios de pH, que sugirieron el 

crecimiento de micoplasmas. Los tubos que presentaron cambios de pH se 

subcultivaron en el medio sólido y se incubaron en microaerobiosis a 37 e de 24 a 

72 horas, posteriormente se buscaron colonias típicas de micoplasmas en las cajas 

de medio sólido del primo cultivo con la ayuda del microscopio estereoscopio. A 

las diluciones se les realizaron pases ciegos en medios líquido y sólido, usando un 

medio de cultivo fresco cada ocho dlas, esta metodologla se repitió hasta cumplir 

30 dlas para diagnosticar que la muestra fue negativa a micoplasmas (Whitford 

1994). 

SUBCUL TIVOS. Los aislados que presentaron morfologla de colonia típica de 

micoplasmas (huevo frito), se purificaron por el proceso de clonación triple 

(Boatman 1979), y se conservaron en crioprotectores en nitrógeno líquido para 

posteriormente realizar las pruebas básicas de identificación. Para la clonación el 

aislamiento se cultivó en medio sólido y se incubó a 37 e con 5-10 % eÜ7 por 24-

48 h , se tomaron del agar con ayuda de una pipeta Pasteur tres colonias 

perfectamente aisladas y se depositaron cada una de ellas en medio líquido 

triturando el agar para liberar la colonia. Los tres tubos se incubaron en 

acrobiosis a 37 e hasta que se observó un cambio de pH. Posteriormente uno de 

los tubos se sembró nuevamente en medio sólido y se incubó en una atmósfera de 
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5 - 10 de C02 a 37 C de 24 a 72 h. Este proceso se repitió por tres ocasiones. A las 

cepas aisladas se les realizó la identificación básica para micoplasmas. 

IDENTIFICACIÓN BÁSICA PARA MICOPLASMAS. Pruebas que se realizaron 

para establecer el género de Mycoplasma spp. 

Filtrabilidad. La prueba de filtrabilidad se realizó a partir de un cultivo de 

micoplasma de 24 horas en medio líquido, para ello se utilizaron filtros con poros 

0.45 ¡.lm l estériles (Tully 1983), los cuales antes de utilizarse se lavaron con una 

solución amortiguadora de fosfato pH 7.0 estéril con el fin de eliminar cualquier 

substancia inhibitoria, posteriormente se filtró la suspensión de micoplasma. El 

filtrado se recolectó en un tubo estéril y posteriormente se sembró en el medio de 

Hayflick en líquido y sólido; los tubos de medio líquido se incubaron a 37 C en 

aerobiosis el medio U~luido, mientras que las cajas de medio sólido se incubaron 

en una atmósfera con 5 a 10% de C02 por 24 a 48 hrs, posteriormente las cajas se 

observaron con la ayuda de un microscopio estereoscopio para localizar colonias. 

No ret/ersidll a¡omlfls L bacteriallas. El filtrado igualmente se sembró en el medio 

sólido de Ilayflick sin antibiótico y sin acetato de talio, por estrla continua y se 

incubó ,137 C durante 48 hrs en una atmósfera con 5 a 10% de C02 (Martín 1980), 

posteriormente se examinaron las muestras. 

Del/c'lIdellcia de esteroles. Se utilizó la prueba indirecta de la digitonina, con 

discos de papel filtro que se IDlpregnaron con el reactivo de la digitonina y se 

dCj¡lfllll sec¡u ¡mtes de su uso (I~azin 1970, Tully 1983). Del cultivo filtrado se 

l. ~ 1tIlipon' Filler Corpo. Bcdford, M.S5. USA. 
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sembró una gota en medio sólido permitiendo que escurriera sobre la superficie. 

Una vez seca, se sembró sobre la zonn inoculada un disco impregnado con el 

reactivo, la caja fue incubada con 10% de COl. a 37 C por 48 horas. 

AI/sencia de pared celtllar. Se procesó para microscopía electrónica de transmisión 

una de las cepas aisladas, seleccionada aleatoriamente,. para demostrar la ausencia 

de pared celular (Boatman 1979). Se utilizaron dos metodologias a partir de medio 

sólido y líquido: 

primer procedimiento: Se realizaron cortes de agar en donde se localizaron 

claramente las colonias. 

segundo procedimiento: Las células libres se centrifugaron a 8,000 g, por 30 

minutos para obtener un concentrado de micoplasmas, posteriormente a cada paso 

del procedimiento se centrifugaron las células a 8,000 g, 5 minutos. Las muestras 

se lavaron con PBS pH 7.4, se fijaron con glutaraldehído al 2.5% a temperatura 

ambiente por 60 minutos. Se lavaron las muestras con PBS pH 7.4 por 15 minutos 

y se fijó en tetraóxido de osmio por 60 minutos a temperatura ambiente, se 

deshidrataron realizando lavados con etanol en concentración ascendente, cada 

lavado fue de 15 minutos para cada concentración. Las muestras fueron incluidas 

en resina Epon, cortadas y tef\idas con citrato y acetato de uranilo y fueron 

observadas en el microscopio electrónico de transmisión1 

IDENTIFICACiÓN BIOQufMICA DE LOS AISLADOS DE MICOPLASMAS. 

L .. 1S pruebas bioquímicas que se utilizaron para la identificación de todas las 

especies de micoplasmas aisladas (Blackbum 1976) fueron: 

1. Microscopio e1eclTónico de tr~nsmisión 



Fennentaci6n de In glucosa. La prueba se basa en la capacidad metabólica que 

presentan los micoplasmas para utilizar la glucosa produdendo metaboUtos 

ácidos, al observar un decremento de pH del medio de cultivo de credmiento 

adecuado para la fermentación de la glucosa. Ésta se realizó con la inoculadón de 

micoplasmas en un tubo con medio de cultivo y sustrato, y como control, un tubo 

sin inocular. Se incubaron a 37 e durante 24 a 72 hrs. Un cambio de pH de 0.5 ó 

mas, del tubo inoculado comparado con el control se consideró positivo (Edward 

y Moore 1975). 

Fosfatasa alcalina. La fosfatasa es una enzima que producen y liberan algunas 

especies de micoplasmas y puede detectarse sobre el sustrato fosfato fenolftaleína, 

la enzima hidroliza el fosfato de fenolftaleina produciendo fosfato y fenolftaleina 

libre. El fosfato de fenolftaleína es incolora y la fenolftaleina libre es roja en rangos 

de pH de 9 a 10. La hidrólisis es determinada en medio sólido el cual es inoculado 

por triplicado y se incuba a 37 e durante 24 a 72 hes, posteriormente al desarrollo 

de micoplasmas se agregó NaOH 5N sobre las colonias. Una reacción positiva 

ocurre cuando se observa una coloración roja en el medio, comparado con un 

control que es medio sólido sin inocular el cual se observa sin cambio de coloración 

(Whitford 1994). 

Redllcción del tetrazolio. La actividad de las deshidrogenasas durante el 

metabolismo de algunas especies de micoplasma, se detecta cuando al medio de 

cultivo se le agrega el reactivo tetrazolio ya que actúa como aceptor de electrones, 

el cual es reducido produciéndose una coloración roja con la presencia de 

micoplasmas. El cultivo de micoplasmas se siembra en cultivo puro en el medio 

sólido y se incuba a 37 e durante 48 a 72 hrs (Freund 1958). 
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Pelfculas y manchas (Film and spot). La película que se observa en la luperflck­

del cultivo en medio sOlido con colomas desarroUadas estA formada de colesterol 

y fosfolípidos. Las manchas . alrededor de las colonias son debidas a los 

depósitos de sales de calcio y. magnesio de los ácidos grasos liberados por la 

actividad lipolítica de los micoplasmas. El medio sólido se inoculO con el cultivo de 

micoplasma y se incubO a 37 C durante 24 a 72 hrs (Freundt 1983). 

Hidr6lisis de la caselna. Prueba que permite conocer la actividad proteolítica de 

los micoplasmas, útil para la caracterización de algunas especies de micoplasmas. 

Al medio de cultivo de Hayilick se le agregó leche descremada y se preparó en 

medio sólido, a continuación se inocularon los micoplasmas y se incubaron a 37 C 

durante 24-72 hrs. Una reacciÓn positiva consistiÓ en un halo claro alrededor de las 

colonias de micoplasma (Whitford 1994). 

TIPIFICACIÓN SEROLÓCICA DE LOS AISLADOS DE MICOPLASMA. Con 

el fin de determinar si todos las cepas aisladas eran serológicamente iguales o 

diferentes, se preparó un antisuero policlonal en conejo, para eUo se utilizó una 

cepa seleccionada aleatoriamente. 

Prellaracl6" del m"lge"o paro 1""l/lI/lzacl6". La cepa de Mycoplasma spp 

seleccionada se cultivó en un litro de medio de Hayflick, a 37 C hasta observar 

c.lmbio de pH ácido, se centrifugó a 15000 g por 30 mino La pastiUa de antígeno se 

l"vO por tres ocasiones con una solución amortiguadora de fosfatos (SAF) pH 7.4, 

.\ 15000 g por 30 min, de acuerdo a la metodologfa descrita (Tully 1983) (Cuadro 

2.1). A partir de un litro de cultivo de micoplasmas se obtuvieron 10 mI de 

antfgeno concentrado. Al concentrado obtenido se le realizó la prueba de 

esterilidad en agar sangre y caldo tioglicolato para descartar contaminación 

bacteriana aerobia o anaerobia; posteriormente se conservó en alicuotas de 1 mI 

en congelación -70 C. 



11loclllaci6n de conejos pam la obtend6n del IIntlsuno. El esquema de 

inmunización que se utilizó fue el de Nortom y Roberts (1961), que ha mostrado 

ser el más adecuado, por ser los micoplasmas poco antigénicos. Se utilizaron 2 

conejos Nueva Zelanda hembras de 2 kg, se efectuó un sangrado previo a la 

inmunización para determinar la presencia de anticuerpos contra los micoplasmas 

a inocular por medio de la prueba inhibición de crecimiento (Edward 1954). 

El inoculo se preparó con 2 mI de antígeno (preparado con la metodología 

anterior) al cual se Je agregaron 2 mI de adyuvante completo ·de Freund1, y se 

homogeneizó con la ayuda de un sonicador2 con una intensidad de 4 con 

intervalos de tiempo de 5 minutos, hasta observar la suspención bien 

homogeneizada. El calendario de inmunización incluyó dos fechas de inoculación 

a los dlas O y 21; Y los sIguientes días fueron los sangrados. El día cero el conejo 

se inmunizó utilizando. diferentes vías; intradérmica, intramuscular y cojinete 

plantar, el dla 21 se inoculó por vía intramuscular, a partir del dla 28 los conejos se 

sangraron de la vena marginal de la oreja para evaluar el suero. El suero se separó 

y s(' esterilizó por filtración por 0.22 J.lm y se almacenó a -70 C (Cuadro 2.2). 

Titlllaci61l del allHsllero contra Mycoplasma spp. Un cultivo de Mycoplasma spp en 

medio de Hayflick con título de lx 1(}1, se utilizó para titular el antisuero 

policlonal producido en conejo. Se realizó una dilución 1/10 del antisuero 

policlonal, a 1.8 mI de medio de Hayflick se le agregó 0.2 mI del antisuero 

¡nactivado (56 C por 

1 Bdl'tO ddyuvdnte, complete Freund 0638-59. Difco, l.dbs. 
2 1.0. Sonik, Bronwill Scientific.Rockerter, New York. 
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30 minutos), la metodologfa que se utilizó fue la prueba de inhibición del 

metabolismo (raylor-Robinson 1983) (Apéndice 2). 

In1¡¡bición del crecimiento. Se prepararon sensidiscos de papel filtro que se 

impregnaron con el antisuero policlonal de Mycoplasma spp. Las 17 cepas de 

Mycoplasma spp aisladas se incubaron en el medio de Hayflick por 24 horas, y 

se titularon con la prueba de inhibición del metabolismo para obtener un tftulo 

Ix 1()-1, (Taylor-Robinson 1983), posteriormente se les desafió con el antisuero 

policlonal producido para conocer su efectividad con la prueba de inhibición del 

crecimiento (Edward 1954, Clyde 1964) (Apéndice 3). 

ltlllllmoflllorescencia indirecta. Se remitieron las diferentes cepas aisladas a la 

Universidad de Guelph, Ontario, Canadá, para su identificación por la técnica de 

inmunofluorescencia indirecta (Gardella 1983). Las cepas fueron probadas con 

diferentes antisueros policlonales de referencia contra M bovis, M canadensc, M. 

myct1ides subsp mycoides, M. mycoides subsp capri, M. mycoides subsp mycoides large 

colony (goat), M. sp california calf, M. capricolum, M. sp, F38, M. sp '-cad¡ grp 7, M. 

sp caprillt,/ovine grp 6. Los microorganismos se sembraron en el medio sólido de 

Hayflick y se incubaron a 37 C por 3 dfas para observar colonias de micoplasmas 

pcrfl'Ctamente aislados. A las colonias de cada una de las cepas se les agregó el 

.mtisuero policlonal y se incubaron por 2. horas a 37 C , se lavaron y se les agregó 

posteriormente el conjugado con fluoresccina anti IgG de conejo y se incubaron a 

37 C por 1 hora. La fluorescencia de las colonias se observó con un microscopio de 

luz ultravioleta (Apéndice 4). 
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CUADRO 2.1 

PREPARACION DEL ANTíGENO. TulIy 1983 

1000 mi de cultivo de Mycoplasma spp 72 horas de 
incubación hasta un cambio de pH 

ti 
Centrifugar 30 000 g x 45 minutos· 

Descartar el sobrenadante 

ti 
Sedimento lavado con SAF. pH 7.4 

por 3 ocasiones 

ti 

Resuspender el sedimento en 10 mi 

• C"ntnfuga refris .. r.da. Beckman J2·21 
.. Form., Bio·fn."'ezer, Mod. 807S~2 

U Prueba de esterilidad 
Agar sangre/Tioglicolato 

Conservar a -70 C .. 

n 
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CUADRO 2.2 

CALENDARIO DE INMUNIZACION REALIZADO 
EN CONEJOS CON LA CEPA DE Mycaplasma spp. Norton y Roberls 1967 

DlA víA VOLUMEN 

O Cojinete plantar 0.4 mi 

Intramuscular 2.0 mi 

Intradérmica 0.8 mI 

21 Intramuscular 2.0 mI 

28 Sangrar para evaluar el suero 
35 Sangrar para evaluar el suero 
42 Sangrar para evaluar el suero 
56 Sangrar para evaluar el suero 

INDICACIONES 

Inocular el cojinete plantar 
de cada miembro con 0.2 mi de la 
mezcla 

Inocular la región superior e 
inferior de cada hembra con 0.5 
mI de la mezcla. 

Inocular 8 sitios diferentes sobre 
la espalda. 

Sangrar para evaluar el suero. 
Inocular ambos hombros y los 
músculos de los muslos con 
0.5 mI de la mezcla. 

' . 
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RESULTADOS 

Aislamiento. 

De las 50 muestras de secreciones lácteas de casos de mastitis clínicas de bovinos, 

se obtuvieron 24 (48 %) aislamientos. Se observó en el medio sólido a las 72 horas 

de incubación en atmósfera de 5 • 10% de COl. a 37 OC, la morfología colonial típica 

de mico plasmas caracterizada por una zona central densa y una zona periférica 

menos densa (forma de huevo frito), con medidas de 0.5 a 1 mm de diámetro, en el 

microscopio estereoscopio (Figura 2.1). En las diluciones se presentaron cambios 

de pH ácido a las 48 horas, ocasionado por la fermentación de la glucosa. La 

purificación por el proceso de clonación triple, se logró únicamente con 18 cepas 

(75 %) de los 24 aislados. 

Morfolog/a. Los aislados presentaron la morfología típica de micoplasmas con 

colonias de .. huevo frito" con un punto central y periferia granulosa. 

Flltmbllldad. Los 18 aislados fueron filtrables por poros de 0.45 ~m, los cuales en 

el medio Hayflick sin antibióticos desarrollaron colonias similares a micoplasma, 

esto p.ua demostrar la estabilidad morfológica del micoplasma y la ausencia de 

reversión a forn'''1I bacterianas. 

Dl'pl'1Ide1lcla de esteroles. En la prueb" de la digitonina las 18 cepas presentaron 

halos dI! inhibición en que el que no se detectó desarrollo de micoplasmas; el 

ol'8l!rvar una Inhibición superior a 1 mm fue considerada positiva. 

AIISl'IIc1a de parell cell/lar. La observación al microscopio electrónico se mostró la 

ausencia de la pared celular, de la cepa seleccionada de micoplasma, y se observó 

una típie" membrana trilaminar, 30,000 aumentos (Figura 2.2). Se determinó que la 
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mejor preparación para observar a los micoplasmas fue la de colonias en medio 

sólido. 

Identificación bioguimica de los micoplasmas aislados. 

Los 18 aislados metabolizaron la glucosa pero no la arginina, y fueron positivas a 

las pruebas de películas y manchas, fosfatasa alcalina, reducción del tetrazolio' e 

hidrólisis de la caseína. 

Identificación serol6glca de los aislados de micoplasmas. 

Titlllaci6// del a//tlsllero. El antígeno congelado en la prueba Inhibición del 

metabolismo presentó un título de 1x 1012 UCC/0.05 mI. La respuesta del antisuero 

policlonal producido en conejo con el antígeno del Mycoplasma spp presentó un 

titulo de 1/512. 

¡//I/lblci6// del crecimll!llto. El halo de inhibición, para cada una de las 17 cepas de 

Mycoplllsllla spp probadas fue de 4 mm de diámetro. La cepa control, de 

My,,'pla:1/I111 spp, comparada con su antisuero control presentó el mismo halo de 

Inhibición de 4 mm de diámetro. 

¡//"IIlIIofl"OreScCl/cia I//dlrecta. Las cepas de Mycoplasllla spp no reaccionaron con 

los ilntisul'ros especlflcos probados contra especies conocidas responsables de 

producir problemas de mastitls como M "ovis y M ca"ade"se. No reaccionaron con 

los antisueros de especies proteoliticas como: M. IIIycoides subsp mycoides, M. 

II/yc()ides subsp cllpr:, M. IIIycoides subsp IIIycoides large colony (goat), M. sp californill 

calf, M. capricol"III, M. sp, F38, M. sp LeIlC" grp 7, M. sp caprine/ovi1lt.' grp 6. 



• 

FiS.2.1 Colonia de M,1'C'opla.fma .fpp. cepa problema. Microgrofia estercoscópica. (40X) 

Fill. ~.~ Membrona trilaminar de A.(I·coplt .. mtlspp. cepa problema. Microgrofia de tronsmisión ( 30.000X) 

¡-'l •. ~ 
r :~, .. 
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DISCUSIÓN 

La cepa control, M. bovis, (cepa Donnetta PG 45) creció en forma adecuada en el 

medio de Hayflick tanto en liquido como en sólido a las 72 hrs, lo cual fue 

indicativo de que el medio de cultivo era confiable para el desarrollo de 

micoplasmas involucrados en problemas de mastitis . El alto porcentaje (48%) de 

cepas aisladas de las secreciones lácteas que presentaban el suero separado y 

coágulos o ambas, situación que coincide con lo mencionado por otros 

investigadores Oasper 1979, Davison et al 1960, Cobo 1978, Blood el al 1986, 

González el al 1990), en el sentido de que estos cambios morfológicos en la leche 

son tiplcos de problemas de mastitis por micoplasmas. Es recomendable que 

sil.!mpre que se intente el aislamiento de micoplasmas se realicen siembras por 

diluciones en medio sólido y en liquido, ya que en ocasiones se observa desarrollo 

de colonias en medio sólido y no se puede recuperar el microorganismo en liquido. 

Hopps ,'1 al en 1973, probaron que M. Iryorltinis no se desarrolla en medio sólido 

pl.!ro si en medio I1quldo; asl mismo mencionan que 244 de 394 (61.9%) cepas de M. 

lryorlt¡IIis no se desarrollaron en el medio sólido (Aluotto el al 1970). 

Entre las causas por las cuales no se puede recuperar el microorganismo se incluye 

I.!I incremento del pH, que el mlcoplasma pierda su viabilidad y no se pueda 

rl'Cuperaf, por lo cual sembrando en ambos medios, liquido y sólido, aumentan las 

probabilidades del aislamiento del microorganismo. El cultivo de micoplasma 

resultado del primo aislamiento en caldo pUl.!de contener una población mezclada 

de vilrias especies o bieo,variantes de una sola especie, por lo que el aislamiento 

debe ser clonado antes de realizar pruebas bioquímicas o serológicas. El 

mantenimiento 18 (75%) de los 24 microorganismos aislados fue muy alta, este 

porcentaje es indicativo de que las cepas se adaptaron bien a las condiciones de 
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cultivo y al procedimiento de purificación; 6 (25 %) de las cepas aisladas no se 

recuperaron con el proceso de purificación, posiblemente no se adaptaron in vitro 

por diferentes causas como la presencia de enzimas y anticuerpos presentes en la 

leche que hayan inducido al micoplasma a no adaptarse al medio de cultivo. 

Existen diferentes referencias que indican que micoplasmas aislados del 

primocultivo son dlficiles de adaptarse in vitro yen ocasiones no es posible lograr 

purificarlos e Identificarlos como Mycoplasma spp. Los micoplasmas que presentan 

más problemas para aislarlos y purificarlos son los que derivan de ovinos, cerdos, 

aves, por lo que se realizan diferentes modificaciones en el medio de cultivo 

aftadlendo mAs nutrimentos, como extractos de fluidos o tejidos sanos de la 

especie animal de donde proviene la muestra, para asl darle al micoplasma 

lactares que necesita para d~·s¡lrroUarse. Puede presentarse la situación de que con 

la metodologlA de las dUuclones se dUuyen algunos lactares presentes en los 

t~ild08 los cuales IOn lndispvnsables para que el mlcoplasma pueda crecer. Sin 

emb4rgo, a pesar de estas consideraciones, en ocasiones es desafortunada la 

nocupcrolClón del microorganismo in "Uro (Aluotto ti al 1970, Whltlord el al 1994). 

1,(111 mlwplasmas tIC Identifican como Mycvpla:;ma spp d~'8pués de quo se ha 

obtenido un aislado purlftcado; para 0110 tIC rea1l7.an dllorentes pruebas básicas, las 

cual~.. detectan enzlmu y noquerlmlentos nutrlclonales, útiles para su c1ulficaclón 

pur medio do la morfologfa colonial, fIItrabllldad, no reversión de lormu L. 

d~'~'nd~'ncl4 de estoroles y au.'IOncl4 de la pared celular como lo indica el 

Sub.:omltó para la Taxonomla do Mleopl.lllmas (Aluotto el al 1970, R.lZin ti al 1984, 

Weisburg tI al 1989, Intemationoll Commlto on Systematlc Bacteriology 

SubcommlttC\.' on tho Taxonomy 01 Molllcutes 1995). 

1,(111 mlcopwmu, as( como los urearlasmas, son microorganismos sensibles a la 

dlgltonln.l, lo cual es indicativo de 'lue re'luleren de esteroles in vi/ro para poder 

,t~'lkunlllarso en medios de cultivo acelulares. Presentan morfologlel de colonia 

tiplea de mlcoplasma para Identificarlos como Mycllplasma spp. La habilidad de 

pilSiU el trolV~!I de poros de filtros 0.45 !!m que retienen bacterias es una 
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caracterfstlca tiplca de los IIlkopIasmas. toe. filtrados dqJOUtados m medb de 

cultivo sólidos se observaron con colonias aisladas que es indk:ativo de que cad4 

colonia representa la progenie de una sola célula considerada clona. Las colonial 

transferidas a medio Uquido y sólido por tres ocasiones no es una técnica que 

garantiza la pureza de un cultivo pero tiene la a1t.l probabilidad de que la 

clonación triple del cultivo represent.l a un cultivo de un solo micoplasma. Asi 

como la no reversión de formas L. confirmado por subcultivos en el medio de 

cultivo sin inhibidores. La morfología típica colonial de "huevo frito" sobre la 

superficie del medio sólido va a depender de las características del medio de 

cultivo y de las condiciones de incubación. presentando un zona central densa que 

crece en el interior del medio de cultivo y la periferia en la superficie de 

crecimiento. La observación al microscopio electrónico mostró claramente la 

ausencia de pared celular y la presencia de una membrana trilaminar característica 

con una capa electro opaca y dos capas electro densas. Es así como el Subcomite 

de Micoplasmas establece que los microorganismos que presenten los cinco puntos 

básicos para la identificación de aislados de casos clínicos son considerados como 

Mycoplasma spp (Whitford 1994). 

La caracterización y diferenciación de especies de Micoplasmas se realizó por 

medio de reacciones bioquímicas para determinar la actividad metabólica y 

enzimática, ya que los micoplasmas están principalmente agrupados por requerir 

substratos como la glucosa y la arginina, es así que los micoplasmas pueden 

obtener su energía metabólica a partir de una u otra molécula. Sin embargo. hay 

micoplasmas que tienen capacidad para utilizar las dos moléculas como fuente de 

energía. (Freundt 1958). 

Las 18 cepas de micoplasmas fueron hábiles para metabolizar la glucosa pero no a 

la arginina, esta reacción la presentan igualmente las cepas M. bovir/¡inis , M. 

b('Vl1culi, M. dispar, M. mycoides subsp. mycoid,'s y Grupo 7 de Leach. M. bovis y M. 

calladense que son especies responsables de problemas de mastitis, no metabolizan 

la glucosa. La reacción a la arginina es negativa para todas las cepas antes 
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mencionadas con excepciÓn de M. cana dense que es positiva. En la reducción del 

tetrazolio todas las cepas fueron positivas con excepción de M. canadense que t!S 

variable. En la fosfatasa alcalina fueron positivas las cepas problemas M. bovis y 

M. bovigenitalium, las cepas restantes fueron negativas. 

Las cepas problema reaccionaron positivamente a la hidrólisis de la caseína, 

reacción similar que presentan las cepas M. mycoides subsp. mycoides y las cepas de 

micoplasmas del Grupo 7 de Leach. Las cepas de M. bovis, M. canadense son 

negativas a esta prueba. Todo lo anterior indicó que las cepas de Mycop/asma spp 

en estudio, no mostraron reacciones bioquímicas comparables con las diferentes 

especies de micoplasmas que afectan a los bovinos. Para la identificación plena de 

los micoplasmas, es necesario recurrir a pruebas de identificación adicionales, 

como son pruebas serológicas con antisueros especlficos policlonales y pruebas 

moleculares como son: análisis electroforéticos de proteínas celulares en geles de 

poliacrilamlda, análisis del polimorfismo de la longitud de los fragmentos de 

restricción '1 amplificación al azar de DNA polimórfico, para establecer si los 

mlcoplasmas son de diferente especie. (I<rieg y Holt 1984). 

La prueba de Inhibición del crecimiento ayudó a establecer que los micoplasmas 

aislados pertenecen a la misma especie, de acuerdo a su reconocimiento por el 

.mtlsuero policlonal que se produjo con uno de los micoplasmas aislados. Los 

conejos son el modelo indicado para producir suero hiperinmune de micoplasmas, 

con el calendario de inmunización establecido y empleando el antígeno puro sin 

inactivar, acompanado con adyuvante completo de Freund. Se obtuvo un 

antisuefll con un título de 1/512 considerado un buen título, ya que los 

mlcoplasmas son microorganismos poco antigénicos. Dentro del área de 

nlicoplasmologla un título 1/64 de un antlsuero, se considera bueno y confiable 

para realizar pruebas serológicas de identificación como la inhibición de 

crecimiento e inhibición del metabolismo (Tully et a/1983). 

La inhibición de crecimiento es una prueba extensamente utilizada en la rutina 

potra la identificación de micoplasmas, es una prueba cualitativa y sensible, con 
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baja especificidad, ya que entre las especies de micoplasmas se presentan pequeftas 

similitudes en su composición antigénica que pueden ser detectadas por otras 

pruebas serológicas y que no pueden ser registrados por la inhibición del 

crecimiento. Esta prueba nos ayuda a indicar la identidad de la especie de 

micoplasma (Whitford et a/1994). La cepa de Mycop/asma spp que se utilizó para 

la producción del antisuero mostró una reacción homóloga, con un halo de 

inhibición de 4 mm diámetro, considerada como el control positivo, y laS 17, cepas 

en estudio, de Mycop/asma spp restantes presentaron la misma homología con el 

antisuero policlonal. Lo cual sugiere que los 18 aislamientos están relacionados 

antigénicamente. 

En la prueba de inmunofluorescencia indirecta se utilizaron diferentes antisueros 

para conocer la identidad de los micoplasmas aislados, el estudio fue realizado en 

la Universidad de Guelph, Canada. Los antisueros policlonales que se probaron 

fueron antisueros contra M bovis y M canadense que son los micoplasmas más 

frecuentemente involucrados en la mastitis bovina. Además se utilizaron 

antisueros policlonales contra especies de micoplasmas proteolíticos como: M. 

mycoides subsp mycoides, M. mycoides subsp capri, M. mycoides subsp mycoides large 

colony (goat), M. sp california ca/f, M. caprico/llm, M. sp. F38, M. sp Leacll grp 7, M. sp 

capr¡',../lJIJille grp 6; ya que las cepas de micoplasmas en estudio presentaron un 

metabolismo proteolítlco al reaccionar con la caseína. El estudio de 

Inmunofluorescencla mostró que las cepas de micoplasma no están relacionadas 

antlgénicamente con ninguna de las especies antes mencionadas (Runhke 1994). De 

acuerdo con los estudios realizados, se podría considerar a los aislamientos como 

una especie nueva de Mycop/asma spp con característica proteoUtica hasta ahora 

no reportada, a reserva de realizar hibridación del AON con otras especies de 

mlcoplasmas. Lo cual se debe Informar al Subcomité para Mycoplasma para dar 

conocer al microorganismo como un nuevo micoplasma involucrado en la mastitis 

bovina. Con las pruebas realizadas hasta ahora se cubren los requisitos que se 

solicitan para hacer un informe oficial (Kirchhoff et al 1996), de un nuevo 



Mycoplasma aislado y clasificarlo dentro de la TuonomJa de los micopl&smotS y ... 

darle el nombre de la especie correspondiente al Mycoplasrr.a .( Teel ti al 1993, 

~ohan eta/l994). 

Asignación Taxonómica. 

Las propiedades descritas anteriormente de las 18 cepas de Mycop/asma spp, 

aisladas de secreciones lácteas de bovinos con mastitis ; se siguieron con el criterio 

establecido para la descripción de especies de la clase Mollicutes (lntemational 

Committee on Systematic Bacteriology Subcommittee on the Taxonomy of 

~ollicutes). La pared celular no está presente. No revierten de formas L cuando se 

siembran en medios de cultivo sin antibióticos. Son células filtrables por poros de 

220 - 450 nanómetros. Producen colonias típicas de huevo frito en el medio sólido 

y son resistentes a la penicilina. Requieren de esteroles para desarrollar y no 

hidrolizan a la urea. Estos microorganismos se clasifican en el orden 

Mycop/asmata/es, familia Mycop/asmataceae y en el genero Mycop/asma. 

Las 18 cepas de Mycop/asma spp tienen las mismas características bioquímicas, 

biológicas e idénticas propiedades serológicas. La ausencia de relación serológica 

de estas cepas a otras especies de ~icoplasmas, demuestra que ellas representan a 

una nueva especie no reconocida de micoplasma por el cual se propone el nombre 

de Mycoplasma mexicanensis. 

Descripción del Mycop/asma mexicanensis 

L1S colonias tienen formas de huevo estrellado en medio sólido, carecen de pared 

celular, la temperatura óptima para desarrollar es de 37 C , en el medio de 

Hayflick de 24 - 48 horas. Requiere de suero para crecer. Fermenta la glucosa, no 

hidroliza la arginina y la urea. Produce puntos y manchas (Film and spot). Posee 

actividad de la fosfatasa y reduce el cloruro de tetrazolio en aerobiosis e hidrolizan 

la caseina. Se aisló de secreciones lácteas de bovinos con problemas de mastitis 

reincidentes. 
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ADHERENCIA Y DAÑO CELULAR DE UNA CEPA DE 
MICOPLASMA AISLADA DE BOVINOS CON 

PROBLEMAS DE MASTITIS 

INTRODUCCION 

Los micoplasmas son habitantes normales de las mucosas de los animales y el 

hombre. Son microorganismos adaptados a su huésped y colonizan 

frecuentemente- superficies- mucosas del aparato respiratorio -superior y aparato 

genital. Esta adaptación esta relacionada con la presencia de factores nutricionales 

y de receptores específicos sobre la célula huésped (Barber 1976, Jasper 1979, Gyles 

1993). Estos receptores interactuan de manera complementaria con las adhesinas 

de los micoplasmas (Razin 1985). 

La adherencia es el mecanismo por el cual los microorganismos se establecen y 

colonizan a su hu~sped y es considerada como el primer paso en la patogénesis de 

muchas Infecciones. Las células epiteliales representan la primera barrera que los 

organismos encuentran para colonizar, por lo cual es necesario conocer algunos 

asp~'Ctos Importantes de la adherencia bacteriana con especial énfasis en las células 

I!piteliales. (Ofek, ct al 1980). La adherencia de los micoplasmas a las células 

huésped es poco estudiado, sin embargo algunas especies presentan un organelo 

cspeci'llizado 'lue funciona como una estructura adherente. Este organelo es 

considerado responsable de la motilidad, M. pnel/lnoniae, M. pulmonis, M. 

galliSl!pticlIIII, M. >,imitalilllll y Mycoplasma mobile de deslizan en superficies de 

plástico y cristales, este mecanismo es importante para su patogenicidad (Dybvig 

d al 1996). Una de las especies más estudiada es M. plleumolliae, patógeno del 

humano que causa neumonía y traqueobronquitis (Clyde 1983, Krause y Taylor­

Robinson 1992), actualmente se le conocen diferentes adhesinas (PI, HMW3, P30 ) 
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que aparentemente se encuentran localizadas en una estructura con una extensión 

membranal similar a un citoesqueleto (Meng y Pfister 1980, Gobe el al 1981), 

responsable en la citoadherencia. Poco se conoce de los receptores que promul',,"en 

la adherencia de M. pneumoniae a la célula huésped, hasta ahora se le conocen 

únicamente dos receptores implicados, la sialoglicoproteína y glicolipidos 

sulfatados (Dybvig el al 1996). 

Dentro de los micoplasmas que producen mastitis en los bovinos, M. bavis es 

considerado el más patógeno ya que en diferentes estudios se ha observado que 

produce un efecto citopático sobre cultivos celulares. El dai\o celular es producido 

por la sfntesis de una toxina que llega a producir eosinofilia en la glándula 

mamaria; se ha reproducido experimentalmente la mastitis en bovinos cuando se 

inocula el cultivo bacteriano (Hale el al 1962, Ruhnke el al 1976, Bennett y Jasper 

1977, Jasper 1977). Igualmente se ha observado artritis (Hjerpe y Knight 1972), 

alteraciones urogenitales (Hartman el al 1964), problemas respiratorios (Kehoe 

el al 1967) y aborto (Stalheim y Proctor 1976), cuando se inocula en cada uno de 

lus casos el cultivo en forma experimental. En ovinos M. bavis se ha aislado de 

problemas de mastitis y neumonfa. 

Se ha estudiado la citoadheslón de M. bavis en células embrionarias de pulmón de 

bovino presenta una adhesina P26 que interactua con la sialoglicoproteína y se 

demOlitró la presencia de Vsps (protefnas superficiales variables) involucradas en 

la ciloadheslón (Sachse el al 1996, Behrens el al 1996). M. canadcnse se ha aislado de 

la glándula mamarla, aparato genital, y del aparato respiratorio Gasper 1977, 

Dellinger el al 1977), y se ha realizado la inoculación experimental en la glándula 

mamaria produciendo mastitis en bovinos. Los micoplasmas antes mencionados 

son considerados microorganismos patógenos en bovinos, por los diferentes 

experimentos que se les realizaron. 

Es importante establecer si las 18 cepas de micoplasmas con actividad proteolftica, 

aisladas de muestras de leches de bovinos con problemas de mastitis recurrentes 

en diferentes hatos de la zona Tizayuca, Hidalgo son patógenas o comensales de 
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la glándula mamaria. Para considerar a la cepa de Mycoplasma spp, con actividad 

proteolitica, patógena de la glándula mamaria de bovinos, debe tener la capacidad 

de persistir en un cultivo celular, adherirse y producir dai\o celular. 

El propósito de este estudio fue el conocer la adhesión de Mycoplasma spp con 

actividad proteolitica en un cultivo celular primario de glándula mamaria para 

establecer la capacidad de adherencia y posible daño celular, mediante la 

microscopia electrónica de barrido, microscopia electrónica de transmisión y 

mediante la liberación de la enzima deshidrogenasa láctica. 



MATERIALES Y MÉTODOS 

MICRORGANISMOS. Se utilizaron para este estudio cepas de micoplasma. 

Aislamientos de Mycop/asma spp con actividad proteolitica, obtenidos de 

secreciones lácteas de bovinos con problemas de mastitis reincidentes; actividad 

que se determinó con la prueba bioquimica hidrólisis de la caseina. Se utilizaron 

dos cepas de referencia como controles, Myeop/asma bovis cepa Donnnetta l y 

Myeoplasma eanadense2• Las cepas se cultivaron en el medio de Hayilick a 37 C 

para obtener la fase de crecimiento logaritmica, con una concentración de 1xl(}1 

micoplasmas por mI (Whitford et a/1994). 

Se u tilizaron igualmente en este estudio Esehcriehia eoli y Stap/¡yloeoecus aureus, 

cepas que se aislaron de secreciones lácteas de casos agudos de mastitis bovina. La 

cepa de Esclterie/¡ia eoli, se cultivó en caldo tripticasa soya y se incubó a 37 C por 24 

h. La cepa de Stap/¡y/oeoccus aureus, se cultivó en caldo nutritivo y se incubó a 37 C 

por 24 h. Las cepas de estandarizaron al 0.5 del Nefelómetro de Mc Farland para 

obtener la concentración bacteriana de inoculación (Carter 1989). 

CULTIVO CELULAR PRIMARIO DE CtLULAS EPITELIALES DE GlÁNDULA 

MAMARIA DE BOVINO. Se procesaron 170 glándulas mamarias 

mdcl'Oscópicamente sanas, las cuales se obtuvieron de bovinos en el rastro. A cada 

glándula. paralelamente al procesamiento del cultivo celular, se les realizó la 

bacteriologia general (Carter 1989) para conocer la carga bacteriana para ser 

descartadas o bien ser procesadas para obtener el cultivo celular. A cada glándula 

mamaria se le lavó y disecó. Se realizaron cortes muy pequeños del tejido 

l-Ct.>Pd M. blmis cepa Donnetta. Universidad de Aharus, DindOldrcd 
2· Cl~pd M. lIHtlllknst'. Universidad de Aharus, Dmamluccl. 



43 

MATERIALES Y MÉTODOS 

MICRORGANISMOS. Se utilizaron para este estudio cepas de micoplasma. 

Aislamientos de Mycoplasma spp con actividad proteolitica, obtenidos de 

secreciones lácteas de bovinos con problemas de mastitis reincidentes; actividad 

que se determinó con la prueba bioqufmica hidrólisis de la casefna. Se utilizaron 

dos cepas de referencia como controles, Mycoplasma bovis cepa Donnnetfal y 

Mycop/asma canad.:nse2• Las cepas se cultivaron en el medio de Hayflick a 37 C 

para obtener la fase de crecimiento logarítmica, con una concentración de lxl()-1 

micoplasmas por mI (Whitford.:t a/1994). 

Se utilizaron igualmente en este estudio Esclli!ricl!ia co/i y Stapl!y/ococcus aurcus, 

cl:pas que se aislaron de secreciones lácteas de casos agudos de mastitis bovina. La 

cepa de Esclll:ricl!ia eoli, se cultivó en caldo tripticasa soya y se incubó a 37 C por 24 

h. La cepa de StapllyloCLlccus aureus, se cultivó en caldo nutritivo y se incubó a 37 C 

por 24 h. 1.as cepas de estandari7.aron al 0.5 del Nefelómetro de Mc Farland para 

obtener la concentración bacteriana de inoculación (Carter 1989). 

CULTIVO CELULAR PRIMARIO DE CtLULAS EPITELIALES DE GLÁNDULA 

MAMARlA DE BOVINO. Se procesaron '170 glándulas mamarias 

m.lCcoscóplc"nllmte s"n45, las cuales se obtuvieron de bovinos en el rastro. A cad" 

glándul", p"ralelamenle al procesamilmto del cultivo celular. se les realizó la 

bacteri"l"gla general (Carter 1989) para conocer la carga bacteriana para ser 

~I~'scarl"das o bhm ser procesadas pilra obtener el cultivo celular. A cada glándula 

mamari ... se le lavó y dL'iecó. Se realizaron cortes muy pequeños del tejido 

t-C .. ,p" hl.'",p¡,\'CP" Donnt'tta. Universiddd d~ Aharus, Din"Ol"R'" 
2·I..~l'pd M. l'lllh,¡f"H!'It', Unlv .... rsld"d de Ah,'lrU5. Dmdnl.UCd. 
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epitelial de los senos láctiferos. Se siguió la metodologfa indicada por Sastrojojo 

(Sastrojojo et a/1986) (Apéndice 5). El tejido se sumergió en alcohol al 70 % Y se 

retiro rápidamente, posteriormente se lavó con una solución amortiguadora de 

fosfatos pH 7.2 (SAF). La SAF fue decantada y reemplazada por una solución de 

tripsina1 al 0.2% conteniendo penicilina 100,000 UI / por mi, se dejó actuar en 

agitación por 30 mino La tripsina se decantó y se centrifug62 a 2,000 ó 3,000 g /5 

mino El botón de células se lavó con PBS por tres ocasiones y en el último lavado se 

filtró con una gasa estéril. Las células obtenidas se cuantificaron en un 

hemocitómetro utilizando azul de tripan. La s'uspensión de células viables lxUP 

por mI, se cultivaron en medio 199 HEPES modificado3, suplementado con 7 % de 

suero fetal bovino~, gentamicina5 y estreptomicina6 200 ~g/ml. Las células se 

cultivaron en cubreobjetos de cristal en placas de 24 pozos y se incubaron a 37 e en 

una estufa con 10% de C027• El medio de cultivo se cambió cada 5-6 días. Las 

células fueron observadas regularmente en el microscopio invertido8, hasta 

obtener una monocapa de células. 

La monocapa se estableció libre de micoplasmas mediante la técnica de 

inmunofluorescencia indirecta con antisueros específicos contra especies de 

micoplasmas Mycop/asma spp, Mycop/asma bovis cepa DOlllllletta y Mycop/asma 

ctllladellSt' (Gardella et a/1983). La monocapa de células fue infectada con cada una 

1. Tr¡p~il'" 1:250. Sigl1ld 
2. C\'nlrlfugd rdri~~(·fI\\t", . 
.l. M"dill 1'n H,'p('!i, Sig1114 . 
. ,. Sm.'l'o F,'ldl Bovino. Sif~ln" 
~. G,'nlll\I1\¡dnlt. 5h"rinl~ PIllun 
6, Eslrt!ptomidnlt, .Sigmtl 
7. Eslu(d ,,h. C02. Formd xil'nlili,,'. 
n. r..li\ rlr.'o'.tll,itl Inverlklu. Ni~\,n TMS. J"'Pdn. 
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de las cepas a probar para realizar los ensayos de adherencia. mediante la técnica 

de inmunofluorescencia indirecta, microscopia electrónica de barrido. y para 

evaluar el daño tisular inducido por los micoplasmas. mediante la microscopia 

electrónica de transmisión y por liberación de la enzima deshidrogenas.1 hktica. 

Un total de cinco ensayos se realizaron en el mismo lote de células con sus 

respectivos controles, con tres replicas para cada ensayo. 

ENSAYOS DE ADHERENCIA. 

HcmoadsorciólI. Se realizaron diluciones decimales de micoplasmas M. bovis, M. 

calladL'/lSL' y Mycop/asrna spp cepa en estudio, fueron sembradas cada una de las 

suspensiones en medio sólido de Hayflick con el fin de obtener colonias 

perfectamente aisladas. Las cajas fueron incubadas de 24 a 72 horas a 37 C. En dos 

cajas de medio sólido con colonias perfectamente aisladas una se cubrió con una 

suspensión de eritrocitos de cuye al 0.5%, y la otra caja con una suspensión de 

eritrocitos de bovino al 0.5%, procurando cubrir las colonias de micoplasmas. 

Fueron incubadas a 37 e por 30 minutos. Se incubó igualmente una caja de medio 

sólido con colonias como control negativo sin eritrocitos, se lavaron con SAF pH 

7.4 Y se observaron las colonias con un microscopio estereoscópico! (Manchee y 

Taylor-Robinson 1968). 

ltllllllllo/llloresce"cia Indirecta. Los cubreobjetos de células epiteliales infectadas se 

utilizaron como control para comprobar la presencia de M. bovis, M. canadense, 

Mywp/a:;ma spp. cepas en estudio adheridas a las células epiteliales. Se realizó la 

técnica de inmunofluorescencia indirecta (GardelIa el a/1983). Se utilizó como 

l. Mkro~:tlpio F. .. h~rt'u!'ll:lIrio 



anticuerpo primario los sueros poUclonales espccificos para MyropllJ$ma spp' cepa 

en estudio, MycoplllSma bwis y Mycoplasma canaden$C. 

Se utiliz6 como anticuerpo secundario el conjugado anti IgG de conejo con 

isotiocianato de f1uoresceína2• Para el control negativo se utili7.aron células 

epiteliales sin infectar. 

Microscopia electrónica de barrido. 

La monocapa de células epiteliales obtenidas en el cultivo celular primario se 

lavaron con SAF pH 7.4, una sola vez, para eliminar residuos de medio de cultivo 

y células muertas del cubreobjetos. Las células se infectaron con 300 microlitros de 

la suspensión con 4 unidades cambio de color, de cada una de las cepas de 

micoplasmas, Mycoplasma bovis, M. canadense, Mycoplasma cepa en estudio E. co/i, y 

S. aureus. Se incubaron a 37 e por 30, 45, 60, 120 minutos hasta 24 horas, para 

determinar el tieolpo de adherencia, ensayo que se realiz6 por triplicado. 

l.as células epiteliales se lavaron con SAF pH 7.4 Y se fijaron con glutaraldehido al 

1 %, para continuar con la postfijaci6n con tetra6xido de osmio 0111 %. Las muestras 

se desecaron al punto critico y se ionizaron con oro. Posteriormente se observaron 

en el microscopio electr6nico de barrido1 (Seviour et al 1984). Se contaron 

directamente en la pantalla del microscopio de barrido los micoplasmas adheridos 

por célula epitelial infectada. Se consideró únicamente para la cuantificación el 

10% de la población total de las células pegadas en el cubreobjetos. Las muestras 

de células eriteliales al presentar eritrocitos, macrofagos o fibroblastos fueron 

1 Antil.'u,·rl'0 polh.·Jones) dl' M!{l'cTla!Oma !O1'1'. 0..·r1o. Mkrolliuloglt, (' Inmunologíd, Ft,,:uHcu.t ,t~ Mlodicirus V,·trrin.uid )' 
Lw.:,tC":flid. 
2. C\,"jUt~d"tl) tluurt~"'iOddo dnti IgG lh' .. :,'11(';0. SiCnhS 
J. Mit.n'l1l.:oriu Eh .. ,:trónk'(l de B.trrido y IEOL. 15M 3hF 
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descartas del estudio. La adherencia para cada una de las cepas de micoplasmas se 

determinó obteniendo la media de cada uno de los ensayos por triplicado y se 

realizó la prueba t student para la diferencia de medias. Se comparó la cepa de 

Myeoplasma spp en estudio con M. bovis, y la cepa de Mycoplasma spp en estudio 

con M. canadense. 

ENSAYO DEL DAJÍilO CELULAR. 

Microscopia Electrdnica de Transll/isI6n. 

IAIi ~élulilJj epit~lialc!l d~ glándula mamaria, inf~ctadas y no inf~ctadas s~ 

procesaron para microscopia electrónica de transmisión para observar la 

"dherencla de los micoplasmas a las células y el posible daño ocasionado. Las 

muestras se lavaron con PBS pH 7.4, se fijaron con glutaraldehido al 2.5% a 

tempcr"tura ambiente por 60 minutos. Se lavó la monocapa con PBS pH 7.4 por 

15 minutos y se fijó en tetraóxido de osmio por 60 minutos a temperatura 

ambiente, se deshidrataron realizando lavóldos con etanol en concentración 

allCendente, cada lavado fue de 15 minutos para cada concentración. Las muestras 

fueron incluidas en resina Epon, cortadas y teñidas con citrato y acetato de uranilo 

y fU~'run observadas en el microscopio electrónico de transmisión l (Philips DM 

1978, Boatman 1979). 

Des/zidrogenasa Metica. 

Se dct~rmillll la presencia de la enúma dcshidrogcnasa láctica ( LDH), como 

indicativo de daño de la cepa de micoplasma sobre la célula epitelial de glándula 
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mamaria, mediante el uso de reactivos estandarizados!. Esta enzima es liberada de 

las células cuando existe una ligera alteración de la membrana, el dafto celular se 

cuantificó en porcentajes con respecto a la enzima liberada. Despu~s de 30 

minutos, tiempo de infección, se tomaron las muestras de las diferentes 

repeticiones que se guardaron en refrigeración a 4 C para realizar el ensayo, las 

muestras que se consideraron fueron: sobrenadante de la suspensión infectante 

de cada una de las cepas, la SAF pH 7.4 utilizada en el lavado de cada uno de los 

pozos infectados y no infectados por 5 min, el inoculo infectante 1 x 10l de las 

cepas de micoplasmas, el sobrenadante del lavado de las c~lulas antes de la 

infección, SAF pH 7.4 Y el medio 199 Hepes. 

Se realizó la metodología indicada por la compaiUa comercial y posteriormente se 

cuantificó el porcentaje de daí\o celular (Apéndice 6). Se removió el medio base de 

las células adheridas y se lavaron con SAF a un pH 7.4. Se agregaron 100 mI de la 

suspensión bacteriana de cada una de las cepas de micoplasmas a una 

concentración de lxlOl por mI. Posteriormente se incubaron las c~lulas a 37 C, 7% 

C02 por 30 min de incubación. Se tomaron 100 mI de sobrenadante de cada pozo 

sin ¡llterar la monocapa, se transfirió a una placa de 96 pozos con fondo en U, 

posteriormente se centrifugó a 1,400 g por 15 minutos 

con el fin de eliminar residuos celulares. El sobrenadante se tomó con cuidado y se 

transfirió nuevamente a otra placa de 96 pozos fondo plano. Se determinó la 

actividad de la LOH en el sobrenadante, añadiendo 100 mI del reactivo A, 

deaformazan, "reacción mezcla" a cada pozo, se incubó por 30 min a temperatura 

ambiente, la reacción se protegió de la luz. Se agregó el reactivo B, cloruro de 

tetrazolio yodado, y se midió la adsorbancia de las muestras a 490 0492 nm, de 
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acuerdo a los filtros usados en el lector ELISA1. Como referencia la longitud 

de onda debe ser mayor que 600 nm. Se consideraron los siguientes controles con 

respecto a los reactivos estandarizados, a los cuales se les agregaron 100 mI del 

reactivo A y del reactivo B. 

• Control blanco: pozos por triplicado con 200 mI de SAF pH 7.4. 

• Control de baja concentración: 100 mI de SAF 7.4 de los pozos por triplicado 

que contiene células. 

• Control de alta concentración: 100 mI del pozo de la suspensión de células por 

triplicado que se le agregó 100 mI de la solución Tritón X-I002. 

-------_._-
1. IA"-I,,, ,1,' IilISA. E""I"",'lntlulun,,·tf\\, Mit:n'rl."· "'chl,". n",.,II-' Biu Rd\t, 
2. lnh'", X·ll.', ~1"'r4h,ri,,. o..""hrlnf,,·r M.nnhl·,m. 



RESULTADOS 

Hemoadsorci6n 

Las culuIlÍal; de micuplasmilll, cepas de M. blJllis, Mycoplusma spp en estudio, con 

actividad proteolitica, tuvieron la capacidad de hemoadsorber eritrocitos de cuye 

y de bovino, incubadas a 37 e por 30minutos. M. canadense no hemoadsorbió 

eritrocitos de cuye y de bovino a 37 e por 30 min de incubación. 

Citoadsorci6n 

Las cepas de M. blJlli~, MY"uplasmu spp en estudio y M. canadense se adhirieron a las 

células epiteliales de glándula mamaria incubadas a 37 e por 30 minutos. 

Adherencia de micoplasmas 

51! determinó '1ue el tiempo de 30 minutos de incubación a 37 e, fue d tiempo en 

que se observó mejor la adherencia de las cepas de micoplasmas estudiadas, sin 

que se observara severo dafto celular. 

Microscopia electrónica de barrido 

51! ub:lervarun lo ci!lulali de micuplasmali llegaron a medir 200 nm, prcscntilron 

formas IrregularL'8 caracterlstica de su pleomorflsmo por la ausencia de la pared 

cdular, (Fig. 3.1). 

Las c~hllas epiteliales de glándula mamaria, se observaron con forma poligonal 

cun medidas de hasta 10 ",m, (Flg. 3.2). 

~. observaron micoplasmas adheridos a las células epiteliales, las células 

presentaron modificaciones en su morfologla original de poligonal a redondeadas, 

evento que sucedió a 101130 minlotos, con las infecciones por M. b/7vis y Mycoplasma 

spp en ~'studlo ( Fig 3.3). Las células con la cepa de M. canadl'lIS<: adherida 

presentaron mlnima alteración morfológica. 



En la cuantificación de las cepas de mlcoplasma adheridas a las células epiteliales. 

se observó que no se encontraron diferencias significativas entre las medias de los 

grupos y repeticiones de los micoplasmas en estudio (Cuadro 3.1). 

La cepa de E. coli se observó unida a las células epiteliales a los 30 min de 

incubación y se observaron más de 8 bacterias por célula. Igualmente E. coli en la 

célula infectada junto con las cepas de micoplasma se observó menos adherente 

con 2 a 4 bacterias por célula, comparando este resultado cuando la cepa de E. coli 

estaba como único microorganismo infectante (Fig 3.4). Así mismo se observó que 

en la cepa de E. coli se encontraban micoplasmas adheridos a su pared celular. 

La cepa de 5taphylococcus aureus se observó poco adherida a las células epiteliales 

de 4 a 6 bacterias por célula. S. aureus se observó menos adherida de 1 a 2 bacterias 

por cada célula epitelial, situación que se daba cuando la infección se realizó junto 

con la cepa de micoplasma. 

DAÑO CELULAR. 

Microscop(a electr6nica de transll/isi6n. 

LilS cepils de micoplasmas M. ¡'(.vis, M. call1ldt'llse y Mycvplasma spp cepa en estudio 

se presentaron unidas a la membrana de la célula epitelial (Fig 3.5) Y se observó 

ligera pérdida de integridad de la membrana que se interpreta como dafio con la 

cepa dl' M. ¡'vvis, Mycoplasl1ll/ spp cepa en estudio y no se observó dafio con la cepa 

de M. el/lIl/dellS<'. As! mismo los micoplasmas que se encontraban adheridos a la 

membrana de la célula epitelial, presentaban una especie de proyección de su 

membrana como parte de csta unión (Fig 3.6) 

E. c"Ji se observó adherida a las células epiteliales a los 30 minutos de incubación, 

se sugiere que la adherencia está mediada por la fimbria, (Fig 3.7). 

SllIp}¡yllleocells I/lln'lIs no se observó adherida en varios campos de observación y en 

diferentes cortes de la muestra. 
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Desllidrogenasa Metica. 

El métouo utilizauo no logró ut!tectar la t!n:áma ut!shiurogt!nasa láctica a los 30 

minutos de infección a 37 e, tiempo en el que se promovió la adherencia de los 

micoplasmas a la célula epitelial y en que se llegaron a observar alteraciones 

morfológicas. Los reactivos estandarizados no fueron capaces de detectar dafto 

celular temprano. 



CUADRO 3.1 

INTERACCiÓN DE MICOPLASMAS A LAS CÉLULAS EPITELIALES A LOS 
30 MINUTOS DE INFECION 

Ensayo M.bovis M.cntutdense Mycoplasma spp en 
estudio 

1 90 60 70 
2 70 40 65 
3 85 42 60 

TOTAL 245 142 195 
X 81.6- 47.3* 65* 

Núnk'm dr mlCopI4'",.. unldoo. 14 c.lulo "p"e"ol de glAndul4 m4m4ti., en lreo I'\'f"'Ii,'ionL'S. Mi"""""1'1oI ,1,· 
'~'fhl" 

(.) . No t' flM'onh6 dl'ft'nca. .JptJlIC'atlva entn lo, ara po. , la. 'l"pt"Utlonl" dI' lo. mJcopl •• ma. f'" ... hutJo P <0.05. 





Fig. :\.3 Adhl'n.'ncia dl! 1\~'·(,0l'ltI.W1W .\'1'1'. cepa en eSIUl.tio. Micrtl!!r~llia Jt: harrid(l. ( :!.5.0()() :\ 1 

Fi~.~.4 ('L-I\lhl~ l'pih,'li~lll'~ d"" ~IÚI1Jtlla l1I"I1I~lria IlIfl'\':lad;l~ l'\11l r: ¡,o/¡ , 

:,\li.:r"!!l'afi:,'dL' h:IITidll. ( 1O.00tl:\) 



Fig . .'\.1 ('dulas de .\fl'C'oplasma .'iI'I'. cepa en cS1Udio. Mierogratia de narri",hl. (4.XOO:\) 



Fig, .'\.4 ('('lulas \.'pitl'hak·s d~ !!I:'mdula mamaria illkl'tadas \:011 ¡.: ¡',,/¡, 

~1i!"'hlg.rana dI.' hal'rilhl, ( 11l.1I1)()~) 



': 

np. l.~ Adhcrcl1dn de A~I~·"I'I".'III" .• ,,1'. cel'a I'ruhkma en 1:1 célula cpill'lial dc glándula 
I11lIl1win. Mi"n'~rana de lran~mi~il\n.l 2~.OOOX ) 

I'i~. J.h l\dheFCllcia de .\~I~·"I"'t"l/" .'1'1'. I'<,r mcdiu de un 1',,,.,,,,. a la célula epitelial. 
~ti""'¡:ralia d,·Ir.IIIS1l1i~iún 1 1O.000X) 



Fig. 3.7 Célula epitelial de glAndula mamaria inf~tada con el M,r"IJp'a,,,,,,, "1'1'. cepa en e.tudio. 
Microgrnnn de tmnsmisi6n. ( 2S.000X) 



--- ----

58 

DISCUSIÓN 

Las especies de micoplasmas M. bovis, M. canadense y Mycop/asnza spp, 

involucrados en problemas de mastitis, son diferentes entre sí en sus caracterlsticas 

bioquímicas. Se conoce la actividad de algunas especies de micoplasmas en la 

glándula mamaria; para ello se reali7.aron diferentes estudios de inoculación 

experimental, e histopatologla para M. bovis y M. canadcmse; asl como el 

aislamiento de estos microorganismos en muestras de leche de casos de mastitis y 

de tanque para monitorear el micoplasma más frecuentemente involucrado y asl 

conocer el estado de los hatos lecheros (Whitford el a/1994). Es así que la especie 

de M bovis es considerada la espcde más aislada de problemas de mastitis e 

Involucrada en problemas respiratorios de los bovinos (Kirk, el al 1997). A M. 

f>o¡,is IK! le han realizado diferentes estudios, cultivos del micoplasma para realizar 

Infl.'Cclones en cultivos celulares de traquea de ratón y el comportamiento de la 

toxina que lesiona teJidos, con el fin de conocer su patogenicidad. El mecanismo de 

poltogenicidold de algunos mlcoplasmas no está muy claro, por lo cual es necesario 

l'!ltabk'Cl'r un modelo in viln, confiable (Gourlay el al 1979) para poder investigar 

1.111 propledadl.'fI patógen4S de 1" cepa de M'yL'f)rla~l/Ia spp aislada de muestras de 

Il'Che de bovinos con problemas relncldt'nh.'fI de mastltis en Tlzayuca Hidalgo, 

Mcxlcu. 

1 ... ilUlilllld .. d,,' 1 .. pdred l.'\'luldr y IUlI c.:ulIlponentcs respollllilbles de la adhcrendil, 

.\ltheslnas, forman parte de la membrana de la cl!lula. Esta aust'ncia de la pared 

cdular facilita el contacto dirL'Cto de las adhesinas membranales del micoplasma 

eun los rl.'Ceptores l.'fIpedficos sobre la membrana de la cl!lula hUÍ!sped; creando 

una condición de fusión de dos membranas que transfiere o intercambia 

conlponentes de membrana. Este estrecho contacto crea un microambiente 
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facilitando la acumu1ación de productos metabólicos del micoplasma (Razin tt 111 

1992). 

La adhesión de micoplasma a la célula hu~ped es un prerrcquisito para la 

colonización y para la infección. La pérdida de la adhesión por mutaciones resulta 

en la pérdida de la infectividad y reversión de la citoadherencia y de la virulencia 

(Razin et al 1992). 

La hemoadsorción, propiedad que refleja usualmente la capacidad de los 

micoplasmas para adherirse, ha sido estudiada en Mycoplasma pneumoniae y se 

sabe que está asociada a la virulencia del microorganismo (Razin 1985). La cepa en 

estudio de Mycoplasma spp y M. bavls tienen la capacidad de hemoadsorber 

eritrocitos de cuye y de bovino en 30 minutos a 37 e de incubación. La cepa M. 

calladense no tiene la capacidad de hemoadsorber en el mismo tiempo de 

exposición y temperatura. Sin embargo es importante señalar que cepas patógenas 

como M. mycoidcs subsp mycoides no tienen la capacidad de hemoadsorber, y su 

patogenicidad no está mediada por la reacción positiva de la hemoadsorción. 

'.a citoadsorción como mecanismo de patogenicidad, se observó en las colonias de 

micoplasmas en el medio sólido de Mycoplasma spp cepa en estudio, M. bavis y M .. 

callad.:nse, al permitir la adherencia de las células epiteliales de glándula mamaria. 

Los resultados indican una fuerte relación de las pruebas de hemoadsorción y 

citoadsorclón del Mycoplasma spp cepa en estudio y de la cepa M. "avis, ya que 

l'sta última es considerada la especie más patógena para producir mastitis. Por 

otro lado, se sabe que no existe relación de estas dos pruebas con la cepa de M. 

,·allad.."se, la cual es capaz de unirse a la cl!lula epitelial sin presentar un resultado 

positivo a la hemoadsorción, y 'lue es considerado un microorganismo patógeno 

ya 'lue produce mastitis en bovinos (Langford el al 1976). 

Por 1" necesidad de tener un modelo confiable para evaluar la adhesión de 

organismos causantes de mastitis en cl!lulas epiteliales de glándula mamaria, se 

procesaron glándulas mamarias de bovino para obtener células epiteliales y 

mantener cultivos de células que se utilizaron como sustrato para la adhesión 
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bacteriana. Esta metodología del cultivo de células, no es practicada por su 

dificultad en la obtención del cultiv~ celular primario. Generalmente se utilizan 
, , , 

únicamente c~lulas epiteliales obtenidas por raspados del epitelio glandular y con 

ello se realizan infecciones bacterianas para" obtener resultados de adherencia 

(Opdebeeck et al 1988)~ En las, células epiteliales obtenidas en el cultivo celular 

primario de glándula mamaria se observó la intima interacción de los 

micoplasmas, a los 30 minutos de iiúección, por medio de la microscopia 

electrónica de barrido, es indicativo de que los micoplasmas tienen la capacidad de 

adherirse en ese tiempo relativamente reducido. 

Nuestros resultados indican que, M. bovis cepa Donnetta tuvo una alta capacidad 

de adherencia, le continuó Mycoplasma spp cepa en estudio y por último M. 

canadense, pero estadísticamente no hubo diferencia significativa en la adherencia 

entre los tres micoplasmas, La adherencia de los micoplasmas indica una 

importante Interacción con las células epiteliales, indicio importante para 

desencadenar la colonización y patogenicldad bacteriana. Se determinó que a los 

30 minutos el tiempo de adhesión para realizar todos los estudios, debido a que 

pasado el tiempo de 2 horas en adelante se observó desprendimiento de células, 

para poder establecer perfectamente el tiempo mínimo que tienen los micoplasmas 

de adherirse a las ccHulas epiteliales. Cuando se permitió la Infección hasta las 24 

hura s de Incubación, la/l células epiteliales liC encontraban totalmente dañadas y 

~Iesprcndldas del cubreobjeto. 

La adherencia observada es un Indicio para inferir que los micoplasmas estudiados 

reconocen receptores de la célula huésped en la glándula mamaria del bovino. En 

cstudlos realizados con M. my~'Oides sl/b:,;pt'cic::,; mycoidc:s se observó alta adherencia 

del microorganismo alas c~lulas endoteliales de bovino, indicativo que reconoce 

rt!Ceptores propios de la especie (Manchee y Taylor-Robinson 1968). Sin embargo 

l'S nl'Cesario obtener mayor información acerca de la naturaleza de los receptores 

as! como de las cltoadhesinas involucradas en la adherencia del Mycoplasma spp 

cepa en estudio, M. bovis y M. canadcllse. Como ocurre con estudios realizados con 
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M. pncllmoniae, patógeno responsable del aparato respiratorio humano causante de 

la neumonía atípica, se le conoce la adhesina (PI) responsable de la adherencia y 
. ',' ~ . 

que tratada con tripsina se inhibe la' adherencia al epitelio traqueal y a los 
. .'. 

eritrocitos (Hu et al 1977; Gorshy y Bredt 1977). 

La adherencia de Escherichia coll~ a los 30 minutos de infección, indica la alta 

interacción que tiene este microorganisino' con las células epiteliales, a diferencia 

con StapllylococCIIs aureus que presentó poca adherencia. Hay informes de 

microorganismos que no tienen la capacidad de adherirse pero que tienen alta 

actividad citot6xica. La adherencia y la citot6xicidad son dos mecanismos 

diferentes que pueden o no estar relacionados. En el caso de StaphylococCIIs allrells 

con baja adherencia, se le han encontrado factores como: la presencia de un 

polisacarldo capsular que interfiere con la adhesión, la utilización de cepas de S. 

alll'l!US que se aislaron de casos cl1nlcos, otitis, piodermas, no asociados a la mastitis 

y no son considerados patógenas de lit glándula mitmitriit, lit utilización del suero 

rt!tal bovino para el mantenimiento de las células epiteliales cultivadas que pueden 

bloquear receptores de superficie que son responsables de la adherencia 

bacteriana (Ogawa et al 1985, Vann et al 1987). 

En la microscopia electrónica de transmisión las cepas dI! mlcoplasmas estudiadas 

Re ubscrvitron adheridits a lit membrana de las c~lulas epiteliales de glándula 

m.,marla. fiI M!lCIlp/n~l/In IIpp cepa en (!/Itudlo presentó una estructura, como un 

puente, 'Iue permitía la unión a la célula epitelial. M. pnellll/Olliat' presenta una 

elltructura terminal especializada denominada "tlps" 'lue tiene la función de la 

I11lltllidad del mlcoplasma para atravesar el moco que cubre el epitelio y permitir 

1.\ .,dherencia del microorganismo al epitelio traqueal (Collh.'r 1980). Las cepas de 

M. l'11t'UI//Illlinl.' 'lue pierden lit protcina P30 por una mutación se les considera 

dl'foctuolla, pre!ientan Clitas TlplI con caraeterfstica!i no definidas (Romero d al 

1997). Estudios de adherencia realizadlls con M. rll/nwlli~ en células de traquea de 

mt.ls se observó al mlcoplasma asociado a la membrana, pero no se observó 

fusión. (StadUander el n/1991) Los micoplasmas estudiados no presentaron esa 



característica propia de algunos micoplasmas de invaginarse en la membrana de la 

célula huésped, característica que presenta M. pnt:umoniae con el fin de evadir la 

fagocitosis por macrófagos alveolares, como se ha demostrado en estudios 

realizados en enfermedades en humanos en forma natural. E.e¡ dificil observar esta 

característica con el Mycoplasma spp ya que a las dos horas de incubación se 

observaba el desprendimiento de las células Posiblemente sea necesario, como 

ocurre con M. pneumoniae, que sólo se llega a observar esta situación en casos in 

vivo (Collier 1980). 

En la cepa de E. colí se sugiere que se observó adherida a la célula epitelial por 

medio de su fimbria a los 30 minutos de incubación, en un cultivo de caldo 

nutritivo, con 24 horas de incubación. SI el ensayo se hubiera realizado en el 

medio de cultivo para promover más sintesis de pili y un crecimiento de E. coli en 

su fase log, posiblemente se hubiera observado mayor adhesión y más daño. La 

expresión del pili es el factor de adhesión importante de E. coli. Las cargas y 

propiedades hidrofóbicas de las superficies bacterianas responsables de la 

adhesión y las condiciones del cultivo inducen la producción de pili e incrementan 

las condiciones hidrofóblcas (Smyth et al 1978) y para permitir una adhesión 

especifica Gones y Rutter 1972; Tramont y Boslego 1985). Estudios realizados con 

E. coli K 88 (F4) Y su virulencia en la glándula mamaria de ratones y bovinos, 

indicaron que la cepa de E. coli no se adhiere al epitelio de la glándula mamaria 

de ratón, debido posiblemente a 'lue la cepa de E. coli K 88 (F4), patógena que solo 

afecta el aparato digestivo dl' cerdos. Sin embargo hay controversias sobre la 

adhesión bacteriana en el establecimiento de la mastitis ya que no hay evidencias 

de que la adherencia E. coli sea responsable en la patog(mesis de la mastitis bovina 

( Anderson et al 1977). 

En las células infectadas con las cepas de E. coli y micoplasmas, se observó que los 

dos microorganismos estaban adheridos a la membrana celular, pero en menor 

proporción se encontró a la E. coli cuando esta cepa estaba infectando sola a la 

célula epitelial. Posiblemente esta baja de la adherencia de E. co/i con respecto a los 
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micoplasmas es que comparten. los mismos receptores, ya que las cepas en el 

momento de la infección se depositaban al mismo tiempo. Se sabe que en la 

hemoadsorción de los micoplasmas con los eritrocitos de cuye y de bovino, los 

primeros reconocen receptores de ácido siálica (Manchee y Taylor-Robinl;on 1968) 

y posiblemente la cepa de·E. eoÚ, 'aislada de u~ caso clínico de mastitis aguda, 

reconoce el mismo receptor. Es necesario realizar más estudios de los receptores y 

citoadhesinas qUE' tienen los micoplasmas y E. eolí para interactuar con las células. 

Así mismo se observó que en la cepa de E. eoli se encontraban micoplasmas 

adheridos a su pared celular, evento que se observó en estudios realizados con 

diferentes bacterias que mostraron diferente adherencia en colonias de 

micoplasmas, este fundamento sugiere la' coexistencia o la asociación de los 

micoplasmas con otras bacterias para comprender mejor la distribución de los 

micoplasmas en humanos y animales (Timenetsky J 1997). 

Al no encontrarse evidencias de la enzima deshidrogenasa láctica a los 30 minutos 

de infección se puede inferir que se requiere de mayor tiempo de infección para 

poder detectarla y que nos Indique la posible alteración de la membrana. Estudios 

con M . . !,/llmonis para evaluar efectos citopáticos in vivo e in vitro en ratas 

inoculadas y en células de traquea cultivadas se observó cilloestasis y potente 

efccto citopático en ambos ensayos (Stad tlander el al 1991). 

Sin embargo (Méndez el al 1999) observaron que después de las dos horas de 

infección en adelante, 2, 6, 8, 12 , 18 Y 24 horas, se cuantificó la liberación de la 

enldma deshldrogenasa láctica, alcanzando su pico a las 12 a 15 horas, que sugiere 

alteración de la membrana de la célula epitelial indicativo de daño celular. Es 

importante seftalar que el micoplasma después de producir daño fue capaz de 

aislarse, por ello, se puede decir que este se adhiere y debe estar metabólicamente 

activo para .ocasionar daño.' . 

Estos resultados coinciden con lo observado en la adherencia, en los estudios de 

microscopia electrónica de transmisión, que a partir de las 2 horas en adelante, se 

observó pérdida de Integridad de la membrana que se interpreta como daño en las 
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células epiteliales, aumentando el tiempo de incubación las células se encontraban 

daftadas y desprendidas del cubreobjeto. Los resultados presentados sugieren . 

que hay interacción de los micoplasmas a los 30 minutos a 37 e de infección a la 

célula epitelial, la no liberación de la enzima deshidrogenasa lácticaen el mismo 

tiempo de infección indican que no existe dafto cuantificado por los reactivos 

estandarizados de dafto celular. Se encontró mayor liberación de la enzima en las 

células infectadas por Mycop/asma spp cepa en estudio, posteriormente M. bovis y 

al último M. canadcnsc. La diferencia en los rangos de la actividad enzimática 

obtenida de tejido normal y daftado es muy importante para establecer la 

actividad de los micoplasmas en las células. La determinación de la actividad 

enzimática en la práctica cUnica se ha utilizado desde la década de los treinta para 

realizar un diagnóstico confiable y definitivo, esta metodología a sido utilizada 

únicamente para determinar dafto celular mediada por hormonas, insuficiencias, 

no para microorganismos (Wang 1977, Garvie 1980, Legrand el al 1992). Se deben 

realizar mas estudios para establecer cual es el mecanismo por el cual se lleva a 

cabo el da~o celular del Mycop/asma spp despllés de la adherencia. Se concluye que 

el Mycop/asma spp cepa en estudio es capaz de adherirse a células epiteliales de 

glándula mamaria de bovino a los 30 minutos de infección, se sugiere que puede 

reconocer receptores propios de la célula huésped, situación similar que se 

observó en estudios realizados con M. mycoides subsp mycoides en cultivos de 

células endoteliales (Valdlvleso et a/1989), al producir alteración a la membrana 

celular observado en la microscopía electrónica de transmisión y por la presencia 

de la deshidrogenasa láctica a partir de las dos horas de infección, es asl que se 

infiere que el Mycoplasma spp con actividad proteolltica esta asociado a problemas 

de mastitls de bovinos, con base a los resultados obtenidos es posible hipotetizar 

que tl~ta cepa pueda ser el agente etiológico primario de la glándula mamaria de 

bovino capaz de producir mastitls. 

Mycoplasma spp cepa en estudio fermenta la glucosa lo cual ocasiona que el pH 

del medio sea ácido, las cepas control de M. bovis y M. canadrnsc que son 
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negativas a estas reacción, pero que hidrolizan a la arginina provocan la 

deficiencia del aminoácido esencial arginina, se puede atribuir que posiblemente 

estos dos factores pueden ser los responsables del daño celular o que interfieran 

con el metabolismo de las células epiteliales de glándula mamaria, sin embargo es 

importante realizar más estudios de los mecanismos de virulencia de esta cepa, 

como la presencia de toxinas, liberación de productos metabólicos y la inoculación 

in vivo del microorganismo en glándulas mamarias de bovino. 
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SUBAPÉNDlCE 1 

MEDIO DE HA YFLICK. 

Medio base : 

Caldo PPLO 

Agua destilada, deionlzada 

Rojo de fenol solución all % 

Ajustar pH a 7.4 

71 

APÉNDICE 

21 g 

1000 mi 

2ml 

Esterilizar por autoclave! 121''C 15 mln 

Complemento del medio base. 

Medio bnllC! 75 mi 

Suero dC! "'Iulno lnactlvado 20 mi 

AcC!tato de taUollOlución al 10 % 2ml 

Glucosa IIOlución al 10% 1 mi 

Extracto de! IC!vlldurll ffC!scO 10 mi 

Pl.'nidUna 100000 UI/ml 1 mi 

Medio sólido: 

M"dio bllsC! 100 mi 

Ión Agar # 2 purificado 0.8% 

-----------------------
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Combinados todos los ingredientes, el medio lfquido se envasa en alícuotas de 2 mI 

y se conserva en congelación a -20 ;~, e hasta su uso. Las cajas de agar (medio 
. .t •. .. 

sólido), se preparan con Ion Agar No 2 que es un agar puro y no es tóxico para los 
, " . ';'.; 

micoplasmas, el medio sólido lleva una concentración de agar de 0.8 % en agua 

deionizada y se esteriliza a 15libras~ 121 e por 15 minutos. 

SUBAPÉNDlCE 2 

INHIBICIÓN DEL METABOLISMO 

De un cultivo de 24 horas de micoplasma se preparan alícuotas de 0.5 mi y se 

conserva en congelación a -70 C. Una de las alfcuotas se descongela y se diluye 

logaritmica hasta la 10.12• De cada dilución se toma 0.05 mi y se deposita en cada 

uno de los pozos de una microplaca de 96 pozos, posteriormente se agrega 0.15 mI 

de medio de cultivo Hayflick para obtener un volumen final de 0.2 mI., la placa se 

sella con cinta adhesiva y se incuba a 37 e hasta que se observe cambios de pH de 

los controles. 

Una Unidad de Cambio de color (UCC) en 0.05 mI está contenida en la mayor 

dilución que presenta cambio de color. 

SUBAPÉNDlCE 3 
INHIBICION DEL CRECIMIENTO 

Medio de cultivo de Hayflick en sólido. 
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Discos de papel filtro estériles impregnados con 0.025 de antisuero contra de 

micoplasma. 

El suero se puede aplicar a los discos inmediatamente antes de usarse o bien se 

pueden dejar secar y guardar a 4 "C ó -20 C. 

Cultivo de micoplasmas en cultivo puro por clonación triple y filtrado, utilizar un 

inoculo de 1 x 1(}1 ó 1 x 10 5 unidades formadoras de colonias UFC / mI. 

Las placas se siembran por gota suspendida, se deja secar y se deposita el disco con 

el antisuero y se incuba a 37 C. 

Una zona de inlúbición de 5 mm alrededor del disco, la cepa en estudio es 

considerada homologa al antisuero. 

SUBAP~NDICE 4 

lNMUNOFLUORESCENCIA INDIRECTA EN COLONIAS 

Los mlcroorganJsmos se desarrollan en el medio sólido de Hayflick y se incuban a 

37 C por 3 dfas para observar colonias de mlcoplasmas perfectamente aisladas. 

• Lavar lAS COlOniAS con SAF 7.2 dejar por 30 minutos a temperatura ambiente. 

• Decantar el SAF 

• Agregar 0.05 mI conteniendo 4-8 unidades fluorescentes para cada conjugado 

de mlcoplasma especifico de especie. 

• Incubar las placas a 37 C en un ambiente húmedo por 30 minutos. 

• Descarta el conjugado. 

• Lavar por tres veces la superficie de agar con SAF pH 7.2. 

• Se voltean las cajas para que se sequen y se observa con un microscopio 

fluorescencia 
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SUBAP~NDlCE 5 

CULTIVO dLULAR PRIMARIO DE GLÁNDULA MAMARIA 

METODOLOGfA DE SASTROJOJO 1986. 

La glándula sana, se obtien~ de bovinos de rastro, se diseca y se corta en pedacitos 

pequeftos el tejido epitelial de los senos láctiferos, las piezas se colocan en alcohol y 

posteriormente se lavan con SAF pH 7.2 (soL ,amortiguadora de fosfatos) que 

contiene penicilina 1000 unidades /1 mI y estreptomicina 200 g/mI. 

• La SAF se decanta y reemplaza por una soL de tripsina al 0.2%, EDTA al 0.02 Y 

la tripsina se decanta y se pone en hielo para detener su efecto. 

• La tripsina se centrifuga a 2,000 ó 3,000 r.p.m./5 mino 

• El botón de células se lava con SAF pH 7.2 por dos ocasiones y en el último 

lavado se filtran con una gasa estéril. 

• La suspensión de células se deposita en el medio 199 Hepes suplementado con 

el 7% se suero fetal bovino y se incuba a 37 C con 10% de C02 se examina 

regularmente, por S a 10 días, posteriormente se les quita el medio de cultivo y 

se les agrega más medio fresco, se observan células planas pegadas al cristal y 

se observa grumos de células flotando. 

SUBAP~NDlCE 6 

DESHlDROGENASA LÁCTICA 

Procedimiento para las células adherentes. 

• Después de lavar a las células en el medio base, diluir a la concentración 

determinada para el experimento 2 x 10 (, células por mililitro, como lo indica 

este ensayo. 
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• Añadir 100ml de la suspensi6n de células a cada pozo del plato de cultivo 

celular con 96 pozos. No se de~ agregar células a los pozos controles. 

• Incubar las células toda la noch~' ~ 37 C, 5% CDl y 90% de humedad, para 

permitir que las células se adhieran. ' 

• Titular con diluciones la sustancia testigo micoplasmas, hacerlo con el medio 

adecuado y por separado en un placa ( volumen final de 100 ml/pozo 1 x 10 4 

micoplasmas). 

• Rt!lllover el medio de cultivo de las células adheridas (para liberar la actividad 

de la LDH de las células que se mantuvieron incubando toda la noche) y añadir 

100 mI de medio de rultivo e fresco a cada pozo. 

• Transferir 100ml de las diluciones de la 'sustancia testigo a cada pozo que 

contiene las células adheridas. 

• Determinar el control blanco: Llenar pozos por triplicado con 200ml del SAF. 

• Determinar el control de baja concentración: Añadir 100 mI de SAF pH 7,4 a los 

pozos por triplicado que contiene l00ml/pozo de células. 

• Determinar el control de alta concentración: Añadir 100 mI/pozo de la 

suspensión de células por triplicado se le agregó 100 mI/pozo de la solución 

Triton X-lOO. 

• Determinar la sustancia testigo problema: Aftadir 100 mI/pozo de la sustancia 

testigo a los pozos que contienen 100 mI/con SAF pH 7.4 por triplicado. 

• Incubar las células a 37 C, 5% CO' , y 90% de humedad. El tiempo de 

inruhadón varia ya que va de 2 a 24 hl'll. 

• Centrifugar la placa de 96 pozos a 1400 r.p.m. por 15 minutos. 

• I~emover 100 mi / pozo del sobrenadante, con mucho cuidado de no alterar el 

sedimento, y transferir al pozo correspondiente a otra placa de 96 pozos con 

fondo plano. 
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• Para determinar la actividad de la LDH en este sobrenadante, al\adir 100m1 de 

la reacción mezcla a cada Pozo e incubar por 30 mino A temperatura ambiente. 

Durante esta incubación la placa debe protegerse de la luz. 

• Medir la absorbancia de las muestras a 490 o 492 run , de acuerdo a los filtros 

usados en el lector ELISA. Como referencia la longitud de onda debe ser mayor 

que 600 nm. 

CONTROLES: 

Para calcular el porcentaje de dafto, se tienen que hacer los tres métodos de control 

para cada experimento. 

1.- Control Blanco: Proporciona información acerca de la actividad del LDH 

contenida en el medio. El valor de adsorbancia obtenido en este control tiene que 

restarse a los demás valores. 

2.- Control de concentración baja: Proporciona información acerca de la actividad 

liberada de LDH en células normales no tratadns ( igual a la liberación espontánea 

deLDH). 

3.- Control de concentración alta: Proporciona información acerca de la máxima 

liberación de la actividad de LDH en las células ( igual a la máxima liberación de 

LDH). 

CÁLCULO: 

Para determinar el porcentaje de daño, se calcula el promedio de los valores 

de absorbancia del triplicado y se resta a cada una el valor de absorbancia 

obtenido en el control blanco. 

Valor experimental - ConlTol bajo 
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Dai\o (%) - --------- x 100 

Control alto· Control bajo 

METODOLOGíA ANTES DE LA INFECCION. 

• Solución Triton X-lOO (Triton X-lOO al 2% en el medio base ). 

La máxima cantidad liberada de la enzima LDH es determinada por las células 

lisadas con el Triton X-lOO (concentración final de Triton X-lOO al 1 %, con ésta 

concentración el Triton no afecta la actividad de LDH ). 

La liberación de la actividad de LDH se calcula en porcentaje de citotoxicidad 

relativa o absorbancia. 

REACTIVOS DE LA PRUEBA. 

Reactivo A : Deaformazan NAO+, ( Catalizador). Se agrega 1 mI de agua destilada 

y se mezcla por 10 mln, es estable por 4 semanas en 4 C. 

Reactivo B : Cloruro de lodo tetrazolio mezclado con lactato de sodio (45 mi), es 

eIItable en 4 C. 

Para 100 pruebas se agrega 200 mI del reactivo A para 11.25 mI de reactivo B. 


