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RESUMEN

JIMENEZ MENESES ALEJANDRO Aislamiento y tipificacién bioquimica de
Mycoplasma spp.de muestras de leche e hisopos nasales de caprinos (bajo la direccion de

Dra. Rosa Elena Miranda Morales y Dr. Francisco Jos¢ Trigo Tavera).

Con el fin de conocer si la poblacion caprina de los municipios de Apaseo el Grande,
Guanaguato y Huajuapan de Ledn, Oaxaca, es afectada por micoplasmas del grupo
mycoides. Enfermedad considerada de alto impacto econémico y productivo, causante de
problemas respiratorios y de mastitis. En este estudio, se colectaron 707 muestras, en dos
muestreos, de hisopos nasales y leche de caprinos sanos y enfermos. De las muestras
analizadas 29 (4.1%) fueron positivas al aislamiento de micoplasmas, de 23 cabras sanas y
6 de cabras enfermas. Se lograron aislar e identificar 43 colonias como Mycoplasma spp.
con las pruebas filtrabilidad a 0.45um, y sensibilidad a la digitonina. Las colonias fueron
identificadas bioquimicamente con las pruebas fermentacion de la glucosa y manosa,
hidrélisis de la arginina y caseina, actividad de la fosfatasa, reduccion del tetrazolio, y
hemoadsorcion, por lo que se identificaron a Mycoplasma mycoides subsp. capri en un
79.1% (34) y Mycoplasma capricolum subsp. capricolum en un 16.2% (7). Los resultados
indican que la poblacion en estudio ha tenido contacto con Mycoplasma spp del grupo
mycoides, y que el 79.3% de los aislados provenian de muestras de leche y el 20.6% de
hisopo nasal. Con el aislamiento del agente etiologico en muestras de caprinos podemos
establecer que la poblacion en estudio que presentaba mastitis y problemas respiratorios
posiblemente es causa de la presencia de micoplasmas del grupo mycoides. Y por ultimo

destacar la presencia de portadores sanos como potenciales transmisores de la enfermedad.



1.0 INTRODUCCION

1.1 Antecedentes de la produccién caprina en México.

La importancia del ganado caprino en el mundo esta determinada por su valor econémico y
social, al localizar su produccion en paises con rentas bajas y/o en vias de desarrollo. Una
muestra de ello se puede observar en los ultimos censos, ya que la mayor cantidad de
caprinos en el mundo se encuentran en paises en desarrollo con un 94% del total, y el 7%
corresponde a la poblacion del continente americano. En América Latina, México se ubica
en el segundo lugar con 8, 991, 752 caprinos, después de Brasil con 110,700,000 caprinos
(FAO 2007). No obstante, existe un aumento en la produccion de leche y carne en el pais, con
la participaciéon mas importante de los estados de Puebla con el 16% del inventario nacional
caprino, seguido de Oaxaca con el 13%, Guerrero con el 7.5%, Coahuila con el 7.3%. San

Luis Potosi con un 6.8%, y Guanajuato con el 6% (SAGARPA 2010 y OIEDRUS 2010).

El desarrollo de la caprinocultura en México se ve reflejado en los valores de la produccion
lactea de 165,197 litros en el 2008, el cual muestra un crecimiento del 3% con respecto a
los afios anteriores. Los principales estados productores de leche son Coahuila con un
35.2% de participacion equivalente a 57,460 litros al afio., Durango con el 22.9%
(38,035lts.), Guanajuato con 14.4% (24,5171ts.), y Chihuahua 5.7% (10,278lts.). Por su
parte la produccion de carne mostr6 un crecimiento de 3.28%, casi 43 mil toneladas totales.
Los estados que concentran el 51.5% de produccién de carne son Coahuila (12%), Oaxaca
(10.5%), Puebla (8.5%), Guerrero (7.4%) y Zacatecas (7.4%) y San Luis Potosi (6.6%),

(Cuadro 1.0) (SAGARPA 2010 y Gaitén. GI., 2003).



Cuadrol. Produccidén de carne
PRODUCCION DE
CARNE (toneladas)

ESTADO

leche en México en el 2008

PRUDUCCION DE
LECHE (litros)

Coahuila

5,283

57,460

Durango 38,035

Guanajuato 24,517

Oaxaca

Puebla

El incremento considerable en la produccion nacional de la caprinocultura obliga a un
mayor estudio en las enfermedades que pueden afectar a esta produccion, como también al
enfoque en el diagnostico de las enfermedades que tienen un importante impacto sobre su
desarrollo y en la calidad de vida de los animales. Algunas de las enfermedades que tienen
un alto impacto por las pérdidas ocasionadas, son la Artritis-encefalitis caprina, brucelosis,
la micoplasmosis, neumonias, y mastitis, entre otras. Una de estas enfermedades a destacar
es la micoplasmosis caprina, pues ha demostrado ser de alto impacto econdomico y
productivo causante de neumonia, artritis, mastitis, septicemia, conjuntivitis y abortos,
constatdndolo en la preferencia que tiene este microorganismo por la superficie de la
mucosa respiratoria, tracto urogenital, conjuntival, glandula mamaria y articulaciones

(Egwu, GO et al., 2000 y OIE 2004).



1.2 Especies del género Mycoplasma que afectan a los caprinos.

Los micoplasmas son microorganismos procariotes clasificados taxondomicamente como
mollicutes (cuadro 2), que afectan a mamiferos, aves, reptiles, anfibios, peces, artrépodos y

plantas. Son microorganismos con alta especificidad de especie animal (Razin S, et al., 1998)

Cuadro 2 Taxonomia de los Mycoplasmas

Clase Mollicutes

Orden Mycoplasmatales
Familia I Mycoplasmataceae
Género Mycoplasma

Las especies mas importantes del género Mycoplasma que afectan a los caprinos son M.
agalactiae, M. mycoides subsp. capri (M. mycoides subsp. mycoides LC large colony), M.
capricolum, M ovipneumoniae, M. arginini, M. putrefaciens y M. conjuntivae; de las
cuales, las especies M. agalactiae, M. mycoides subsp. capri, M. capricolum subsp.
capricolum y M. capricolum subsp. capripneumoniae estan involucradas en las dos
enfermedades mas importantes en los caprinos identificadas en Europa, Africa, Asia y
Estados Unidos (Miranda MRE., 2003, Nicholas RAJ., 2002). Por lo cual la agalactia contagiosa
caprina (ACC) y la pleuroneumonia contagiosa caprina (PCC), estdn consideradas en la
lista de enfermedades de declaracion obligatoria por la Organizaciéon Mundial de la Salud
Animal en el 2006 (OIE). En 1999 la Secretaria de agricultura, ganaderia, desarrollo rural,
pesca y alimentacion (SAGARPA) colocé en el grupo 1 de las enfermedades exoticas de
reporte obligatorio e importancia socioecondmica, alta morbilidad y altamente infecciosas a
la PCC y la ACC (SAGARPA., 2007 y OIE., 2006).
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La Agalactia Contagiosa Caprina (ACC) ocasionada por M. agalactiae, que también
involucra a Mycoplasma mycoides subsp. mycoides LC, puede ocasionar una morbilidad
hasta del 100% y mortalidad del 40 al 90% (Miranda MRE., 2003). Egwu G.O. et al., (2000),
afirman que los problemas agudos se encuentran en los animales mas jovenes. La ACC
ocasiona una pérdida anual de casi 30 millones de ddlares en varios paises de Europa y el
Mediterraneo como resultado de la baja produccion lactea, la mortalidad, la neumonia y los
abortos ocurridos (Nicholas RAJ., 2002). M. mycoides subsp. mycoides LC (M. mycoides
subsp. capri) esta asociada a ACC y PCC, que principalmente afectan a los rebafios de
aptitud lactea, provoca una reduccion de la produccion de leche, septicemia, poliartritis en
cabras jovenes, asi como neumonia, queratoconjuntivitis y mastitis; se ha observado que la
infeccion respiratoria se presenta como cuadro principal de la enfermedad (Hailu Kinde et al.,

1994).

La pleuroneumonia contagiosa caprina (PCC) es causada por Mycoplasma capricolum
subsp. capripneumoniae; es una de las micoplasmosis mas severas en donde se han
reportado la mayor pérdida de cabras (OIE 2004, Wesonga HO. et al., 2004), con alta morbilidad
y mortalidad, se caracteriza por una fiebre extrema (41 — 43 °C), afectando a los animales
de cualquier edad y ambos sexos, produciendo los mismos signos clinicos que se

mencionaron anteriormente pero con cuadros respiratorios mas severos (Nicholas RAJ., 2002).



1.3 Antecedentes de la micoplasmosis caprina en México.

La micoplasmosis caprina fue descrita por primera vez en el estado de Puebla (Aluja A.S.,
1964) como una pleuroneumonia por los hallazgos histopatologicos del tejido pulmonar y
lesiones en otros organos; Ciprian—Carrasco J.A. (1979) reportaron la identificacién
bioquimica y serologica de Mycoplasma arginini y Mycoplasma ovipneumoniae a partir de
pulmones neumonicos de ovinos y caprinos del rastro de la ciudad de México. En el 2003
en el estado de Durango se aislaron e identificaron de un brote de neumonia en cabras a
Mycoplasma mycoides subsp. capri (Hernandez AL. et al., 2006), Otero, N.J. et al., 2004
aislaron a partir de macerados de acaros recolectados del conducto auditivo a varias
especies de micoplasmas, como son a M. conjuntivae, M. putrefaciens, M. adleri, M.
cottewii y M. yeatsii en cabras de rastro. Por ultimo, en el 2006 Corona-Vargas J.L.,
estandariz6 las pruebas de FC y Aglutinacion indirecta con sueros provenientes de siete
estados de la republica mexicana resultaron con alta sensibilidad a la prueba de fijacion de
complemento para el grupo mycoides positivos en un porcentaje alto. Estos datos sugieren
la presencia de la micoplasmosis en la poblacion caprina de nuestro pais, por lo tanto se

debe enfatizar en la importancia de un buen diagnostico y un control de la micoplasmosis.

1.4 Taxonomia.

El termino Mycoplasma, fue utilizado por primera vez por A.B. Frank en 1889, por la
forma aparente o similar a los hongos que atacaban a las plantas. Es una bacteria

fenotipicamente diferente a otras por su tamafio pequeflo, son filtrables en membranas de



0.22-0.45 um, carecen de pared celular lo cual los hace resistentes a los B-lactdmicos y son
sensibles al choque osmotico y al efecto de los detergentes. Estas caracteristicas justifican
que estén dentro de la clase llamada Mollicutes (molis suave, cutis piel, en latin), y sus
propiedades lo distinguen dentro de un taxon diferente. Se distinguen por su morfologia de
huevo frito y sus altos requerimientos nutricionales de esteroles y aminoacidos exogenos;
con requerimiento para su incubacion de 5-10% de Co2 y en atmosfera de humedad (Conrad

J.etal., 1973 y Whitford HW., 1994).

Durante su evoluciéon los micoplasmas han perdido aparentemente todos los genes
involucrados en la biosintesis de aminoécidos y por ello dependen completamente de los
aminoacidos esenciales del huésped; su requerimiento de esteroles, particularmente el
colesterol, ha sido importante para su clasificacién taxondmica, distinguiendo al grupo de
los no dependientes de esteroles, particularmente los Acholeplasmatales, y los dependientes

de esteroles, pertenecientes a los Mycoplasmatales.

Otra de las clasificaciones de los mollicutes es en organismos helicoidales y no
helicoidales. En la forma helicoidal se encuentran el orden Spiroplasmatales que infectan
plantas y artropodos. Dentro de los organismos no helicoidales estdin el orden
Acholeplasmatales y los Mycoplasmatales, familia Mycoplasmataceae, que incluye al
género Mycoplasma y al género Ureaplasma, este tltimo se distinguen por la presencia de
la enzima ureasa, que en el caso de los micoplasmas estd ausente (Miranda MRE., 2003). Para

el género Mycoplasma, List of Prokaryotic names with Standing in Nomenclatura (LPSN)



reconoce 122 especies, siendo aproximadamente 85 las que afectan al hombre y a los

animales.

1.5 Transmision y patogénesis.

En la ACC, los focos de infeccidon se dan por uno o varios agentes o vectores, por contacto
directo o inhalacion de aerosoles. Los aerosoles, el alimento contaminado y el contacto
directo con los animales enfermos son particularmente la forma en que se contrae la
infeccion respiratoria en los rebafos. La secrecion de leche, secreciones vaginales, orales y
nasales, orina y heces de animales infectados, es la principal via de infeccion horizontal y
por lo tanto la primera forma de contagio en los animales pequefios (Egwu G.O., et al, 2000 y
Madanat A. et al.,, 2001). La infeccion de la glandula mamaria se magnifica ante factores

relacionados con el manejo inadecuado del ordefo.

En el caso de la PCC, no se ha evidenciado que exista una infeccion indirecta, sino por el
contrario, el animal debe de estar expuesto directamente con la cabra enferma. El periodo
de incubacion es de 5 a 28 dias, el primer signo es el padecimiento de una fiebre constante
(41° C), con una respiracion acelerada acompafiada de episodios violentos de estertores. Se
demostrd que los micoplasmas se diseminan por la circulacion a los 6rganos diana, como
son la gldndula mamaria, ojos, linfonodos, articulaciones y tendones, los cuales son

alterados por la inflamacion (Nicholas RAJ. 2002).



1.5.1 Patogenia de los micoplasmas involucrados en la especie caprina.

Mycoplasma capricolum subsp. capricolum (Mcc).

Mycoplasma capricolum subsp. capricolum, es el principal patogeno en cabras,
ocasionalmente en borregos y rumiantes silvestres. Causante de artritis con una alta
mortalidad y morbilidad. La infeccion culmina con una septicemia o neumonia, con una
hipertermia de 41°C. La pirexia es de corta duracion, aparentemente mas grave en los
animales pequefios, y en pocos casos progresivos. Se ha sugerido que la prevalencia de la
enfermedad e infeccion coincide con el estrés por el manejo en los animales gestantes y en
parto. Mcc tiene mayor predisposicion por la glandula mamaria, donde induce una mastitis

con hipertrofia marcada y consecutivamente a su cronicidad, dando como resultado la
atrofia del 6rgano. Existe una marcada artritis con una acumulacién de fluido articular. Las
complicaciones viscerales llevan a una inflamacion del musculo cardiaco, en el peritoneo e
higado. Otros sintomas asociados a Mcc es la queratoconjuntivitis, abortos y vulvo-

vaginitis granular (De la Fe C. et al., 2007 y Guiadini, N.D. et al., 2008).

Mycoplasma mycoides subsp. capri. ( Mmc).

Mycoplasma mycoides subsp. capri, anteriormente clasificado como Mycoplasma mycoides
subsp. mycoides LC ( Manso-Silvan L. et al 2009), muestra signologia clinica similar a Mcc, la
primera causa de enfermedad por micoplasmosis en caprinos. Las lesiones mas consistentes
por Mmc incluyen una bronconeumonia, septicemia e hipertrofia de los linfonodos
palpables, seguidos de una mastitis y artritis (Egwu, GO. et al., 2000). Los diferentes signos de

Mmc han sido también asociados a la enfermedad Artritis Encefalitis Caprina (AEC) en



cabras y ovinos. Siendo los caprinos mas susceptibles a Mmc con los clasicos signos de una
Pleuroneumonia Contagiosa Caprina (PCC); neumonia, artritis y septicemia. La
micoplasmosis por Mmc ha mostrado mayor tropismo por las lesiones respiratorias que

otros micoplasmas que afectan a los caprinos.

Mycoplasma agalactiae (Ma).

Micoplasma involucrado en la enfermedad llamada Agalactia contagiosa (AC), altamente
infecciosa en cabras y borregos, incluida en la lista de enfermedades de reporte obligatorio
en la OIE; usualmente se manifiesta con una mastitis. En hembras que no estan en
lactacion, en machos y animales jovenes suele causar artritis, queratoconjuntivitis y
problemas respiratorios. En condiciones naturales la forma mas comun de entrada de M.
agalactiae es oral, respiratoria 0 mamaria. La infeccion por medio de la circulacion
sanguinea llega a su organo blanco como es el caso de la glandula mamaria, la mucosa
conjuntival, los linfonodos, articulaciones y tendones, terminando con una severa

inflamacion de ellos (Madanat, A. et al., 2001).

Mycoplasma putrefaciens ( Mput ).

La descripcion de la infeccion relacionada con Mput ocasiona como primer signo la
mastitis necrosante, otros signos son la artritis en animales adultos y septicemia en
animales jovenes, lo que la distingue de los demas micoplasmas del grupo mycoides

(Whitford, HW., et al., 1994).
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1.6 Factores de virulencia.

Una caracteristica muy importante de estos microorganismos es su alta especificidad por el
hospedador. A pesar de presentar diferentes mecanismos de virulencia (adhesion, capsula
de galactdnos, produccion de peroxido de hidrogeno y radicales libres, etc.,). Los
micoplasmas no se consideran altamente patdgenos. Suelen provocar enfermedades
subagudas y cronicas, siendo muy importante los portadores sanos en su epidemiologia
(Shlomo Rotten., 2003).

Algunos de los factores que desencadenan la enfermedad son el manejo inadecuado de los
animales que conlleva a un estrés continuo y por lo tanto una inmunodepresion, ya que por
si solo los micoplasmas se consideran parasitos, porque usualmente viven en equilibrio con

el huésped.

1.7 Diagnostico.

El diagnostico de la micoplasmosis caprina se puede realizar a partir del aislamiento e
identificacion bioquimica; proceso que es confiable y practico para establecer el agente

etiologico.

1.7.1 Seleccidn y coleccion de la muestra.

Para poder confirmar que la signologia clinica pertenece o es provocada por una bacteria
del género Mycoplasma se debe aislar al agente, por lo tanto es recomendable tomar
muestras de exudado nasal o secrecion, muestras de leche de tanque o directa de la ubre,
fluido articular e hisopos oculares. Para la toma de la muestra se necesita material

previamente esterilizado hisopos, etc., y medio de transporte Hayflick (OIE. 2004).
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La recoleccion de la leche de la glandula mamaria se realiza como lo indica el National
Mastitis Council (1999) para muestras de leche en bovino. Como primer paso se debe lavar
el area de la ubre y el pezon; posteriormente se debe desinfectar con alcohol al 70% para
obtener una recoleccion lo mas asépticamente con el fin de evitar la contaminacion de la
muestra por microorganismo saprofitos. Se deben utilizar frascos estériles con capacidad
minima de 15 ml. Se recomienda desechar los primeros chorros de leche para eliminar los
microorganismos presentes en el canal del pezon. La cantidad minima que se debe tomar es
de 3-4 ml. para el estudio bacterioldgico. Después de recoger las muestras, éstas se deben
mantener en refrigeracion a una temperatura de 4 °C para ser transportadas al laboratorio.
Se debe cultivar inmediatamente o mantener en refrigeracion a 4 - 5 °C por una semana o

en congelacion a -20 °C por un periodo de un mes.

La forma en que se recomienda tomar las muestras de secreciones nasales y oculares en
animales vivos es por medio de hisopos estériles y en el caso de muestras de aspirado
articular con jeringa estéril, se necesita utilizar un medio de transporte para depositar las
muestras. La OIE (2005) recomienda utilizar como medio de transporte Hayflick o que
utilicen como medio base PPLO en una cantidad de 2 a 3 ml de medio de cultivo. A la
necropsia de animales enfermos se recomienda tomar muestras de linfonodos regionales,
fluido articular, tejido pulmonar, fluido del pericardio y pleural. Para esto se recomienda
descontaminar la superficie del tejido por medio de una espatula caliente o por flameado y
macerarlo con medio de cultivo, usando 9 ml de medio por 1gr de tejido La transportacion
de las muestras debe ser rapida y en refrigeracion o en congelacion si es por un periodo

prolongado.
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Los micoplasmas son microorganismo muy sensibles, por lo que requieren un cuidado
especial para garantizar su viabilidad. La contaminacion bacteriana o fingica, los cambios

de temperatura y pH son algunos factores que pueden alterar su desarrollo (Whitford, H.W. et

al., 1994).

1.7.2 Aislamiento de micoplasmas.

El medio de cultivo mas utilizado para el aislamiento de micoplasmas estd basado en la
formulacion desarrollada originalmente por Edward (1956); contiene una base de infusion
cerebro y corazéon de bovino y peptona, denominado PPLO (Pleuroneumonia Like
organisms), se le agrega extracto fresco de levadura y un 20% de suero de caballo, medio
base para el aislamiento de los géneros Mycoplasma y Acholeplasma de origen humano y

animal.

El suero agregado al medio base proporciona la fuente de lipidos, esteroles y de otros
nutrientes como las proteinas, azlicares y urea. La necesidad de alto contenido de esteroles
se le atribuye a la ausencia de pared celular, ya que le proporciona resistencia osmotica; se
puede utilizar suero de diferentes especies animales en una concentracién de 5- 20%, que
estén libres de inhibidores como el complemento o anticuerpos contra los micoplasmas,
para esto se debe inactivar el complemento por medio de calor a 56°C durante 30 minutos.
Los micoplasmas necesitan factores de crecimiento como el extracto de levadura, vitaminas
del grupo B y aminoécidos como la glutamina, aspargina y arginina y proteinas. Algunos
autores han sugerido que el suero de origen animal se puede sustituir por yema de huevo

(Miranda, MRE., 2003).
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El conocimiento de las propiedades bioquimicas de los micoplasmas se ha basado muy
especialmente en el comportamiento de estos microorganismos frente a los carbohidratos.
La glucosa y urea, pueden ser anadidas como fuente de energia, en cuyo caso se recomienda
agregar rojo de fenol al 1% como indicador de pH para detectar los minimos cambios de
color. Los micoplasmas pueden provocar variaciones en el pH por la utilizacion de los
carbohidratos durante su crecimiento, que ocasiona posibles efectos toxicos o inhibitorios.
Una acidificacion del medio por una fuerte fermentacion de los micoplasmas detiene el
crecimiento y es seguido por una muerte rapida del microorganismo. En el caso de los
micoplasmas no fermentativos, que utilizan urea o arginina, se corre el riesgo de que el pH
se incremente excesivamente. Los valores de pH adecuados para el crecimiento de los
micoplasmas se encuentran entre 7 y 8, si el pH desciende por debajo de 6.5 afecta la

viabilidad del micoplasma.

Algunas especies de micoplasmas son dificiles de aislar por lo consiguiente necesitan
mayores nutrientes en el medio de cultivo, sustancias como el hidrolizado de
lactoalbumina, nicotinamida, L-cisteina, suero fetal de ternera, suero de cerdo y piruvato de

sodio.

Para evitar el desarrollo de bacterias en el medio de cultivo se adicionan inhibidores
bacterianos como el acetato de talio y B- lactamicos. Los micoplasmas son resistentes a los
B-lactamicos (penicilinas y cefalosporinas) que por su mecanismo de accion actuan en la
sintesis de la pared celular. El acetato de talio inhibe el crecimiento de bacterias Gram
negativas. Sin embargo hay ciertas especies que son susceptibles a estos inhibidores; por lo

tanto es recomendable tomar la muestra lo mas asépticamente posible (Miranda, MRE., 2003).
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Whitford H.W (1994) describe la técnica para el aislamiento del género Mycoplasma en la
inoculacion directa a medio liquido, realizando de 4 a 10 diluciones de la muestra para
reducir la contaminacién por otras bacterias o sustancias inhibitorias, o bien sembrar
directamente la muestra en medio so6lido o en medio liquido. Los cultivos se incuban a
37°C, en el caso del medio sélido se incuban en una atmoésfera de 5 a 10% de CO; en un
ambiente hiimedo y en una atmosfera aerdbica para el medio liquido. El desarrollo del
microorganismo se puede observar en medio liquido por una turbidez o cambio de pH. En
el medio sélido se recomienda un periodo de 3 dias para observar si existe crecimiento. El
desarrollo de los micoplasmas depende de la especie involucrada. El desarrollo que se
espera en medio sélido se conoce como morfologia tipica de huevo frito en un periodo
aproximado de 14 dias, si no hay crecimiento se puede descartar esa muestra como

positiva.
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1.7.3 Métodos de identificacion preliminar.

1.7.3.1 Cultivo puro.

Es necesario obtener un cultivo puro de micoplasmas antes de realizar cualquier método de
identificacion. Por medio de la técnica de clonacion triple se elige una colonia similar ya
que en un solo medio se pueden encontrar distintas colonias, y por lo tanto causan
problemas en la identificacion por medio de pruebas secundarias ya sean bioquimicas,
seroldgicas u otras. Es necesario filtrar en membrana de 0.22-0.45 pm en medio liquido
para retener las bacterias que se puedan encontrar y que los micoplasmas pasen a través del
filtro. Con esta técnica se logra tener un cultivo puro de una colonia de micoplasma

(Miranda, MRE., 2003).

1.7.3.2 Ausencia de pared celular.

La ausencia de pared celular es evidente al observar las colonias por el microscopio
electronico, pero no es practico para la mayoria de los laboratorios. Una alternativa es
examinar el cultivo liquido en un microscopio de contraste de fase o de campo oscuro que

demuestra el pleomorfismo de los micoplasmas (Miranda, MRE., 2003).

1.7.3.3 Deteccion de formas L bacterianas.

Un cultivo sospechoso de bacterias de forma L o de micoplasmas, es confirmado al realizar
cultivos liquidos y soélidos libres de inhibidores ( PB-lactamicos, acetato de talio) para
confirmar o descartar si existen reversion de formas L a formas bacterianas que presenten

pared celular (Miranda, MRE., 2003).
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1.7.3.4 Morfologia de las colonias.

La mayoria de las colonias de micoplasmas presentan la tipica forma de “huevo frito” en
medio solido, dependiendo también del medio y las condiciones de incubacion. La forma
central es densa y opaca con crecimiento profundo en el grosor del agar y una zona
translucida que se desarrolla en la superficie. La morfologia varia segun el medio que se

utilice, la especie de micoplasma, el nimero de pases y la edad del cultivo.

En pases tempranos, muchas especies de micoplasmas, incluyendo M. capricolum subsp.
capricolum (Mcc) producen colonias con morfologias pequefias ¢ irregulares. Este efecto es
asociado con la sustitucion de algun elemento del medio. Mientras mas pases se realizan las
colonias muestran una morfologia definida, excepto M. ovipneumoniae que se presenta
como un punto central. Las colonias de M. mycoides subsp. mycoides LC (MmmLC) y Mcc

se presentan como colonias grandes de hasta 3mm de diametro (Whitford, H.W. et al., 1994) .

1.7.3.5 Dependencia de esteroles.

El requerimiento de esteroles separa a los Acholeplasma no dependientes de esteroles, de
los Mycoplasma, Ureaplasma y Spiroplasma dependientes de esteroles. Los micoplasmas
incorporan gran cantidad de esteroles en su membrana, por ello son sensibles a la presencia
de la digitonina, provocando la lisis bacteriana al producir la desorganizacion de la
membrana. La prueba de la digitonina como método indirecto se realiza para valorar el
requerimiento de esteroles de los Mollicutes, y consiste en sembrar en el medio sélido el
microorganismo y depositar discos de 6 mm impregnados de una solucion de digitonina al

1.5%. Después de la incubacion una reaccion positiva presenta una zona clara de inhibicion
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de 4-5 mm indicativo de una cepa de micoplasmas. Los Acholeplasmas presentan una
reaccion negativa, sin presentar halo de inhibicidn, o bien presentan halos de inhibicion de

1-2 mm (Miranda, MRE., 2003).

1.7.4 Métodos de identificacion bioquimica.

Las siguientes pruebas bioquimicas se han probado como adecuadas y prioritarias para la
caracterizacion de la mayor parte de los micoplasmas. Es necesario consultar al Subcomité
sobre la Taxonomia de Mycoplasmatales con el fin de utilizar las pruebas bioquimicas

recomendadas para lograr una adecuada identificacion.

1.7.4.1 Fermentacion de la glucosa.

Varias técnicas descritas para determinar la fermentacion de la glucosa en los micoplasmas
incluyen la reaccion de la glucosa oxidasa. La determinacion de productos acidos derivados
de la fermentacion y la determinacion de la actividad de la enzima hexoquinasa es evidente,
con la simple prueba basada en la determinacion de la disminucion del pH en el medio de

crecimiento.

Este método consiste en agregar al medio de cultivo 1% de glucosa y rojo de fenol al 0.5%
como indicador de pH. Para la apropiada interpretacion de esta prueba se inocula un tubo
con 1 ml de cultivo purificado y otro tubo sin inocular, se incuban a 37°C hasta 2 semanas.
Una reaccion positiva es cuando desciende el pH 0.5 unidades. Este ligero cambio es

comprobado al comparar el tubo de glucosa inoculado con el que no tiene cultivo que sirve
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de referencia que van de 6.0-8.2 de pH; ademas de compararlos con controles positivos a la

glucosa (OIE., 2004 y Whitford, H.W. et al., 1994).

1.7.4.2 Hidrdlisis de la Arginina y Urea.

Se reemplaza la glucosa del medio por arginina al 0.2% o urea al 1%, y se ajusta el pH a 7.
También se debe utilizar para esta prueba controles de medios como para la fermentacion
de la glucosa. En un tubo con medio liquido con arginina o urea se inocula 0.05 ml de un
cultivo de 24 hrs y se incuba a 37°C. Una reaccion positiva se identifica por el cambio de
pH a alcalino (rojo). Posteriormente se subcultiva sobre medio sélido para confirmar el

crecimiento de micoplasmas (Miranda, MRE., 2003 y Whitford, H.W. et al., 1994).

La hidrolisis de la arginina se produce por la accidon enzimatica de la arginina desaminasa,
la ornitina transcarbamilasa y la carbamato quinasa. Algunas de las especies positivas a la
hidrolisis de la arginina son M arthritidis, M. gallinarum, Taxén G y Tax6n U. Las especies
de micoplasmas negativas a la hidrélisis de la arginina son: M. agalactiae, M. mycoides
subsp. capri, M putrefaciens y M. bovis. La hidrélisis de la arginina también se puede
determinar por la actividad de la enzima arginina desaminasa con formacion de citrulina;

prueba cuantificada por espectrofotometria.

1.7.4.3 Actividad de la fosfatasa.

La actividad de la fosfatasa se basa en la hidrolisis de la fosfatasa sobre la fenolftaleina
difosfato con la liberacion de la fenolftaleina del medio de cultivo. Después de la

incubacién a 37°C durante 3, 7 y 14 dias, la fenolftaleina liberada es detectada en el medio
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de cultivo sélido cuando se observa una coloracion roja al agregar alcalis (pH 9-10) como
el SN NaOH sobre las colonias desarrolladas. Una prueba positiva se indica al aparecer una
coloracidn roja en el medio. Una prueba negativa es indicada por un leve cambio o nada de
coloracion. Esta reaccion se presenta en un elevado porcentaje de especies de micoplasmas
y dentro del grupo mycoides solo dos especies presentan reaccion positiva a la prueba ( M.
capricolum subsp. capricolum y M. putrefaciens); (Miranda, MRE., 2003 y Whitford, H.W. et

al.,1994).

1.7.4.4 Reduccidn del tetrazolio.

Esta prueba demuestra la actividad de los micoplasmas al reducir el 2,3,5-tetrazolium y
podemos observarla en la mayoria de las especies de micoplasmas. La actividad reductora
(aceptor de electrones) se puede demostrar agregando 0.2% de 2,3,5-trifenil-tetrazolium
tanto en el medio liquido como en el sélido. En el medio liquido se inoculan dos tubos, uno
se incuba en aerobiosis y el otro en anaerobiosis a la temperatura de 37°C durante dos
semanas. Para evitar variabilidad en los resultados se debe controlar en el indculo la
densidad bacteriana. Una reaccion positiva es cuando se observa un halo rojizo en uno o
ambos tubos. La reaccion en el medio solido es mas rapida y no se necesita controlar la
densidad bacteriana. Un resultado positivo a la prueba se observa inicialmente por una
coloracidn rosa y posteriormente se observa una coloracion roja purpura. La mayoria de las
especies del grupo Mycoides presentan reaccion positiva a esta prueba (Miranda, MRE., 2003 y

Whitford, HW. et al., 1994).
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1.7.4.5 Produccion de peliculas y cristales.

La produccion de peliculas y cristales es caracteristica de algunos micoplasmas el cual se
puede observar en el crecimiento de colonias en medio solido que contengan 20% de suero
de equino. Una pelicula de apariencia rugosa que se observa en la superficie del medio
compuesta de colesterol y fosfolipidos. Los pequefios cristales que aparecen alrededor de la
colonia se atribuyen a los depodsitos de sales de calcio y magnesio procedentes de los acidos

grasos que son liberados por la actividad lipolitica de los micoplasmas.

El medio so6lido es inoculado a 37 °C y el resultado puede observarse en el microscopio a
partir de las 24 hrs de incubacion. Las placas no deben incubarse por mas de 2 semanas

porque esto puede dar falsos positivos (Miranda, MRE., 2003).

1.7.4.6 Hidrodlisis de la caseina.

La actividad proteolitica es util para la caracterizacion de un limitado numero de
micoplasmas. Para esta prueba se necesita leche descremada diluida en agua destilada y
estéril, de esta dilucion se agrega una parte por 7 partes de medio de cultivo, se siembra el
medio solido con un cultivo de micoplasmas y se incuba. Una reaccion positiva se observa
por una zona clara alrededor de las colonias. La especie Mmc reacciona positivamente; M.

agalactiae, Mput y M. alkalescens presenta una reaccion negativa (Miranda, MRE., 2003 y

Whitford, H.W. et al., 1994).
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1.7.5 Terapia

Los primeros medicamentos que se usaban en el tratamiento de la agalactia contagiosa
(AC) consistian en componentes arsenicales como las sales de zinc de acetarsol y el sodio.
Todos los antibioticos a utilizar deben poseer ciertas caracteristicas para ser efectivos,
incluyendo una adecuada diseminacion en la sangre y la gldndula mamaria, y una minima
concentracion inhibitoria (MIC), seguida de una administracion parenteral o intramamaria.
Algunos antibidticos que se describen para el control y tratamiento de la AC y la PCC,
incluyen a las tetraciclinas, tiamulinas, fluoroquinolonas y los macrolidos. La terapia de
antibidticos generalmente es inefectiva para el control de la AC, solo tiende a reducir los
signos clinicos, promoviendo un buen estado de salud, reducir la mortalidad y posiblemente
lograr recuperar la produccion lactea. Estudios in vitro han demostrado una aceptable
sensibilidad solo a las fluoroquinolonas, las tetraciclinas y los macrdlidos. También hay
evidencia de una alta resistencia al 4cido nalidixico, gentamicina, estreptomicina y
espectinomicina (Antunes, NT. et al., 2007). Cabe recordar que la resistencia a algunos

antibioticos es debido a que la AC envuelve a diferentes especies de micoplasmas.

Igual que otras enfermedades causadas por micoplasmas, la Pleuroneumonia contagiosa
caprina (PCC), es generalmente refractaria a diferentes antibidticos comunmente utilizados.
Solo las tetraciclinas y la tilmicosina son seguras en diferentes infecciones. La efectividad
de los antibidticos también depende de la ubicacién de la infeccion y la especie
involucrada, por lo que existen antibioticos para tratar la micoplasmosis a nivel de
articulaciones, a nivel de tracto respiratorio y mamario. Otro aspecto que se debe tomar en

cuenta es que el tratamiento puede encubrir a animales portadores porque el
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microorganismo se sigue eliminando aunque no se observe sintomatologia. Las cabras en
lactacion reciben la mayor parte de los tratamientos de antibioticos masivos, en
consecuencia los productos lacteos pueden verse alterados al contener residuos de
sustancias antimicrobianas y se considera un importante factor de deterioro de la calidad

del producto final, asi como un riesgo para la salud publica (Nicholas, RAJ. 2002).

1.7.6 Profilaxia.

Se han sugerido diferentes vacunas o estrategias de vacunacion. Incluyen desde las vacunas
inactivadas que generalmente tienen una corta vida o proteccion, las vacunas vivas

atenuadas que requieren elevadas dosis debido a que la proteccion dura pocos meses.

Existen protocolos de vacunacion para la prevencion de la AC y la PCC indicada para
aquellos paises con una gran prevalencia de la enfermedad. La vacuna inactivada para
Mycoplasma agalactiae se aplica tres veces por ano durante 6 afios, no previene la
enfermedad por una infeccion natural, y no reduce la excrecion del microorganismo. Las
vacunas atenuadas han demostrado mayor proteccién, pero producen una infeccion
pasajera, ésta se puede eliminar por leche, por lo que no se debe aplicar a animales en
lactacion. Recientemente se han probado vacunas inactivadas de Mmc en el Mediterraneo,
con formalina y emulsificadas con aceite minera y sorbitol, dando proteccion de hasta 6

semanas en los animales jovenes (OIE. 2004).

23



2.0 HIPOTESIS.

Mycoplasma spp. se detectara en un 10% del total de muestras obtenidas de los municipios
de Apaseo el Grande, Guanajuato y Huajuapan de Leon, Oaxaca; las especies identificadas

corresponderan al grupo mycoides, responsables de la micoplasmosis caprina.

3.0 OBJETIVOS.

3.1 Objetivo general.

Determinar las especies de micoplasma que se encuentran en muestras de leche e hisopos
nasales de cabras productoras de leche, por medio de la identificacion bioquimica para
establecer la presencia de micoplasmas del grupo mycoides en los Municipios de Apaseo el

Grande Guanajuato. y Huajuapan de Leon Oaxaca.

3.2 Objetivos especificos

1) Aislamiento del género Mycoplasma spp. de muestras de leche e hisopos nasales de
caprinos.

2) Identificacién bioquimica de las especies de micoplasmas que afectan a los caprinos
dentro del grupo denominado mycoides.

3) Identificar a las zonas con alto porcentaje de aislamientos relacionados con micoplasmas

del grupo mycoides en cabras sanas y enfermas.
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4.0 MATERIAL Y METODOS

4.1 Muestras

Se realizaron dos muestreos en las zonas de estudio localizadas en Huajuapan de Leodn,
Oaxaca y Apaseo el Grande, Guanajuato. Se colectd un total de 707 muestras de hisopo
nasal y de muestras de leche. Para calcular el tamafio de la muestra por zona se aplico la
formula de poblacion finita, la cual permite tomar una muestra idénea en una poblacion

estimada:

_ NeZpg
n_dz*(N—1)+Zzu ¥ *q

donde:

N = Total de la poblacion

Za2 =1.962 (seguridad del 95%)

p = proporcion esperada (en este caso 5% = 0.05)
q=1—p (en este caso 1-0.05 = 0.95)

d = precision
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De los 8 principales caprinocultores de la zona de Apaseo el Grande Guanajuato se estimo
una poblacion total de 1388 vientres, al aplicar la formula se obtuvo una muestra
aproximada de 177; y en la zona de Oaxaca con una poblacion aproximada de 646 vientres,
el resultado fue de 155 muestras a recolectar. El nimero de muestras obtenidas fue superior
en el caso del municipio Apaseo el Grande, ya que se tomaron en cuenta factores como el
estado de las granjas y la oportunidad de tomar las muestra dentro de las dos etapas del
muestreo. Se trabajaron 402 muestras de hisopos nasales y 305 muestras de leche, de

rebafios ubicados en la Mixteca oaxaquena y Guanajuato (Cuadro 3).

Figura 1. Muestras de hisopo nasal y leche directa.
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Cuadro 3. Caracteristicas de las zonas de muestreo.

Lugar Hisopo Leche | Grupo Tipo de | Total
nasal genético produccion
Mixteca 81 69 Saanen, Semitecnificado
oaxaquefa Alpina
francesa
Guanajuato 321 236 Saanen, Tecnificada
Alpina
francesa,
Toggenburg
Total 402 305 707

Para la obtencién de la muestra nasal se utilizaron hisopos estériles y como medio de
transporte el medio de Hayflick; los hisopos fueron rotados en la cavidad nasal y se
depositaron en tubos con 2 ml. del medio Hayflick. En el caso de las muestras de leche
fueron tomadas como lo indica el National Mastitis Council 1999, de las dos ubres
previamente desinfectadas se colectaron un aproximado de 10 ml en frascos estériles.
Todas las muestras se transportaron en refrigeracion a 4 °C., hasta su llegada al laboratorio
y almacenadas a 4 °C hasta su procesamiento. En un intervalo aproximado de 6 meses se

realizaron dos muestreos en las mismas zonas (figl).
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4.1.2 Mixteca oaxaquena.

En 9 rebanos de la zona de la Mixteca Oaxaquefia, que en su mayoria se encuentran dentro
del municipio de Huajuapan de Leodn., zona de clima semi calido seco con suelos pobres
por problemas graves de erosion, orografia accidentada y considerada como una de las mas
marginadas del pais. Entre las principales actividades economicas de la zona se encuentra la
caprinocultura. De las 9 zonas de muestreo, la principal actividad zootécnica de los rebafios
caprinos es la produccion de leche por ordefio mecanico, predominando el grupo genético
Saanen. El tipo de produccién de la granja se define como semi-intensivo, pastoreo por las
mafianas y encierro en las tardes con una suplementacion en su dieta (Santo I.- Arbiza Aguirre
1986); su principal produccion es leche para elaboracion de quesos (Cuadro 3). Los rebafios
tenian antecedentes de enfermedad respiratoria por temporadas y mastitis subclinica, asi
como opacidad de cornea y artritis marcada, se desconoce como se diagnosticd la AEC
(Artritis encefalitis caprina). A la mayoria de los 9 rebafios se les realizaron dos muestreos,

que fueron identificados como lo muestra el cuadro 3.1.
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Cuadro 3.1 Identificacion de los rebafios y el nUmero de muestreos
realizados en Oaxaca.

Lugar Identificacion Muestreos Promedio | Antecedentes Nimero | %

realizados de vientres | clinicos de

muestras
Ayuquilan Oax1 1 110 8 73
Huacapan Oax2 1 59 MS, 14 23.7
La luz de Juarez | Oax3 2 60 33
55

Marizcala Oax4 2 100 BR 21 21
San Nicolas Oax5 2 77 14 18.2
Tlalixtaquilla | Oax6 1 50 e 8 16
Yozocuta Oax7 2 75 AR 33 44
Zapotitlan Oax8 1 60 9 15
Zocotiaca Oax9 2 55 10 18.2
TOTAL 150

ER: enfermedad respiratoria; MS: mastitis subclinica; AR: artritis; QC: queratoconjuntivitis;
Muestreos realizados: 1 (un muestreo hecho); 2 (dos muestreos hechos)

4.1.3 Guanajuato.

La zona de Apaseo el Grande presenta un clima templado todo el afio, con una temperatura
maxima de 37.1°C y una minima de 0.9°C; con cria de ganado bovino, porcino, ovino y
caprino (10 mil 687 cabezas). De esta zona de estudio se tomaron muestras de 8 diferentes
granjas, las cuales tienen la mayor poblacion caprina del municipio y su principal fin
zootécnico es la produccién lactea, en forma tecnificada, en estabulacion total. Los
principales grupos genéticos son Saanen, Alpina francesa y en menor cantidad Toggenburg.

Existen antecedentes de enfermedad respiratoria en todas las épocas del ano y mastitis

29




subclinica (diagnostico realizado por recuento de células somaticas); también se realizaron

pruebas de laboratorio para AEC (Artritis y encefalitis caprina), y micoplasmosis, los

cuales resultaron negativos (Cuadro 3.2).

Cuadro 3.2 Identificacion de los rebafios y el nimero de muestreos en la

zona de Apaseo el grande Gto.

Rancho id Muestreos | Promedio | Antecedentes | Dx de | Totalde
Realizados | de de micoplasmosis | muestras | %
vientres | Enfermedades
San Pablo | Gtol |2 150 110 73.3
N
E
G
San Miguel | Gto2 | 2 70 A 52 74.2
Puente Gto3 | 2 200 ER T 79 39.5
Colorado MS I
Centro Gto4 | 1 300 \V4 32 10.6
Caprino o
Matega Gto5 | 2 240 119 49.5
La Gto6 | 1 168 12 7.1
Concepcidn
Los Gto7 | 2 140 76 542
Piolines
Chompitas | Gto8 | 2 120 77 64.1
Total 557

ER: enfermedad respiratoria; MS: mastitis subclinica; AR: artritis; QC: queratoconjuntivitis; Id: identificacion
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4.2 Procesamiento de las muestras.

Para el aislamiento de micoplasmas se utilizé el medio de cultivo Hayflick como se indica

en el Apéndice 1.

De la muestra del hisopo nasal se tomé 200 pl del medio liquido de transporte Hayflick, y
se inoculdo en 1.8 ml. a medio liquido fresco de Hayflick. Se realizaron diluciones
decimales con medio liquido fresco Hayflick de 10 a 107, incubandolas a 37° C en
aerobiosis por un periodo de 48 a 72 hrs hasta 7 dias; se tom6 20 pl del hisopo nasal y se
sembraron en medio solido (Apéndice 2), las cuales se incubaron a 37° C en microaerobiosis

con un ambiente humedo durante 48 a 72 hrs hasta 7 dias.

La muestra de leche se incubd durante 1 hora a 37° C, para separar la grasa contenida en la
muestra y liberar a las bacterias en ellas; se efectuaron diluciones decimales de 10" a 107 y
se sembraron en medio sélido (Apéndice 2); con la metodologia indicada por Tully et al.,
(1983). Para obtener colonias tipicas de micoplasmas este procedimiento se realizé tres
veces, aproximadamente durante 30 dias. Todas las muestras que presentaban

contaminacion bacteriana, se procedio a filtrar a 0.45um en liquido fresco e incubar.

Una muestra se considerd positiva al observar colonias tipicas de micoplasmas al sembrarlo

en medio s6lido. Una muestra negativa era aquella que no presentd desarrollo de colonias

tipicas de micoplasma en medio sélido en un periodo de 30 dias.
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4.3 Aislamiento del género Mycoplasma spp.

Las muestras que desarrollaron colonias tipicas de micoplasmas de “huevo frito” en el
medio solido de Hayflick, se purificaron con la técnica de clonacion triple la cual consiste
en tomar tres colonias perfectamente aisladas, y se depositaron en medio liquido. A las
cepas purificadas se les realizaron las pruebas de la digitonina, filtrabilidad a 0.45um. y

reversion de formas L con el objetivo de establecer el género Mycoplasma (Tully et al., 1983).

4.4 ldentificacion Bioquimica.

Las cepas identificadas como Mycoplasma spp. fueron tipificadas con las siguientes
pruebas bioquimicas siguiendo el protocolo de Whitford H.W., et al 1994. Todas las
pruebas bioquimicas realizadas, fueron para la identificacion de especias aisladas en

caprinos y se basan en los cuadros de Whitford H.-W. 1994 y Holt JG et al., 1994, (Cuadro 4).

* Fermentacion de glucosa,
= Fermentacion de manosa,
» Hidrdlisis de la arginina,
= Actividad de la fosfatasa,
= Proteolisis de la caseina,

= Reduccion de tetrazolio.

Y como prueba complementaria Hemoadsorcion.
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Cuadro 4. Pruebas bioquimicas de identificacion para micoplasmas

caprinos.
Especie DIGIM|A|C PIT H | P/IC
M. agalactiae + - 1- |- |[NA|+|++ |+ [+
M. mycoides subsp. capri + |+ |+ |- |+ -+ |- -
M. capricolum subsp. capricolum |+ [+ [+ | D |+ + |+ |- |-
M. ovipneumoniae + [+ - |- - | WH -
M. putrefaciens + 1+ |+ |- |[NA|+| W+ |+ [+

D : Digitonina

G: Glucosa

M: Manosa

A: Arginina

C: Caseina (Rosendal S., 1994 indican que MmLC y Mmc son positivos a caseina) ( (*) Razin y Freundt., 1984 indica
que Mmc es negativa)

P: Fosfatasa

T: Tetrazolium aerobio/anaerobio

H: Hemadsorcion

P/C: Peliculas y cristales

Reaccioén: (d) El 11-89% de las cepas son positivas, (W): reaccion débil.
N/A: no aplica

4.5 Andlisis estadistico.

El andlisis estadistico se realizd6 por medio del programa SPSS statics, para aplicar el
estudio de Spearman’s correlacion no paramétrica para observar la correlacion entre las
diferentes variable identificadas en el estudio. Y por ultimo se aplicéd el estudio de chi
cuadrada para observar la existencia de diferencias estadisticas entre el primer y segundo

muestreo realizados.
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5.0 RESULTADOS.

5.1 Identificacion de colonias tipicas de Mycoplasma.
De las 707 muestras analizadas entre hisopos nasales y leches, se encontr6 que 29 (4.1%)
muestras fueron positivas al crecimiento de colonias tipicas de micoplasma (fig.2). De las

muestras de leche 23 (3.25%) presentaron crecimiento y de hisopo nasal solo 6 (0.84%)

muestras (cuadro 5).

Figura 2. Colonias tipicas de micoplasmas observadas en microscopio estereoscopico.

Cuadro 5. Total de muestras positivas al crecimiento de colonias tipicas
de Mycoplasma.

Lugar NUum de | Aislamientos | Leche | Hisopo %  muestras
muestras nasal positivas por
zona
Mixteca 150 0 0 0 0
Guanajuato | 557 29 23 6 5.20
Total 707 29 23 6 5.20
% total 4.1 3.25 0.84

De las 17 granjas analizadas, el 11.7% (2) de ellas presentaron muestras positivas que
corresponden a Apaseo el grande Guanajuato. De la zona de Oaxaca el total de las muestras

estudiadas fueron negativas al aislamiento de micoplasmas. Las muestras positivas en
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Guanajuato se localizaron en las granjas identificadas como Gtol y Gto2 con 23 muestras
de leche positivas y 6 muestras de hisopo nasal positivas (Cuadro 4.1). La granja Gtol con 24

(82.7%) muestras positivas y de Gto2 con 5 (17.2%).

5.2 ldentificacion del género.

Al realizar la purificacion de las muestras positivas, se obtuvo 43 colonias las cuales fueron
identificadas como Mycoplasma spp., los aislados presentaron morfologia tipica de

micoplasma, filtrabilidad por 0.45um y sensibilidad a la digitonina.

Del total de las muestras positivas, 8 se aislaron de cultivo directo, 18 de un primer pase, y
solo 3 se aislaron de un segundo pase. En el crecimiento relativo, 11 cultivos fueron de
crecimiento escaso y 18 cultivos con crecimiento abundante. En el proceso de purificacion
de los aislados se detectdo en 14 (48.2%) de las 29 muestras positivas dos tipos de
morfologia (Cuadro 5.1). Las colonias mostraron morfologia lisa tamafio grande y lisa con

tamafio chico (fig.3).

Figura 3. Morfologia de colonia lisa tamafio grande y chica.
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Cuadro 5.1 Muestras con aislamiento de colonias tipicas de mycoplasmay las
caracteristicas que presentaron.

Num. ID Procedencia | Tipo de | Num. de | Obtencion Crecimiento | Numero | Morfologia
de Muestra | muestreo | del relativo de

muestra aislamiento colonias

1 2M Gtol Leche 1 ler pase Escaso 2 ch/g
2 M Gtol Leche 1 Primocultivo | Escaso 2 ch/g
3 4M Gtol Leche 1 Primocultivo | Escaso 1 G

4 SM Gtol Leche 1 ler pase Escaso 1 G

5 6M Gtol Leche 1 Primocultivo | Escaso 1 G

6 ™ Gtol Leche 1 ler pase Abundante | 1 G

7 M Gtol Leche 1 ler pase Escaso 1 G

8 OM* | Gto2 Leche 1 ler pase Abundante | 2 ch/g
9 10M= | Gtol Hisopo |1 Primocultivo | Escaso 2 ch/g
10 11M= | Gtol Hisopo | 1 2do pase Abundante | 1 G

11 12M* | Gto2 Hisopo |1 2do pase Abundante | 2 ch/g
12 13M | Gtol Leche 2 ler pase Abundante | 2 ch/g
13 14M | Gtol Leche 2 ler pase Escaso 2 ch/g
14 I15M | Gtol Leche 2 ler pase Abundante | 1 G

15 16M= | Gtol Leche 2 ler pase Abundante | 1 G
16 17M | Gtol Leche 2 Primocultivo | Abundante | 2 ch/g
17 18M= | Gtol Leche 2 lerpase Abundante | 2 ch/g
18 19M= | Gtol Leche 2 ler pase Abundante | 2 ch/g
19 20M | Gtol Leche 2 Primocultivo | Abundante | 1 G
20 21IM | Gtol Leche 2 ler pase Abundante | 1 G
21 22M | Gtol Leche 2 ler pase Abundante | 2 ch/g
22 23M | Gtol Leche 2 ler pase Abundante | 2 ch/g
23 24M | Gtol Leche 2 ler pase Abundante | 2 ch/g
24 25M | Gto2 Leche 2 ler pase Abundante | 2 ch/g
25 26M | Gto2 Leche 2 ler pase Escaso 1 G
26 27M | Gto2 Leche 2 ler pase Escaso 1 G
27 28M= | Gtol Hisopo | 2 Primocultivo | Abundante | 1 G
28 29M | Gtol Hisopo | 2 2do pase Abundante | 1 G
29 30M | Gtol Hisopo |2 Primocultivo | Escaso 1 G

ID: Identificacion; * Muestras procedentes de la misma cabra; = Cabras enfermas; Crecimiento relativo: escaso (menor a
10 colonias); abundante (mayor a 50 colonias); ch: colonia chica ; g: colonia grande

5.3 Identificacion biogquimica.

La identificacion bioquimica se realizd por medio de las pruebas ya especificadas en el

cuadro 2.3; siguiendo el protocolo de Whitford H.W., et al., (1994); para la identificacion

de las especies que afectan a los pequefios rumiantes (Cuadro 5.2).
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Cuadro 5.2. Resultados de la identificacion bioquimica de las colonias

purificadas
Muestra
Id Tipo Colonia |F |D |G |M |A|C|H|Fo|T Id final

1 2M |Leche |Grande |+ |S |+ |+ |- [+ |- |- |NA |Mmc
2 M Leche Chica +1|S [+ |+ |- |+]- |- |NA |Mmc
3 3M |Leche |Grande |+ [S |+ |+ |- |+ |- |- |NA |Mmec
4 3M |Leche |Chica + 1S |+ |+ |- |+ |- |- |INA |Mmc
5 4M Leche |Grande |+ |S |+ |+ |- |+ |- |- |NA |[Mmc
6 5M Leche |Grande |+ |S |+ |+ |- |+ |- |- |NA |[Mmc
7 6M Leche |Grande |+ [S [+ |+ |- |+ |- |- |NA [Mmc
8 ™ Leche |Grande |+ [S |+ |+ |- |+ |- |+ |++ [M.cc
9 8M Leche |Grande |+ [S |+ |+ |- |+ |- |+ |++ [M.cc
10 OM |Leche |Grande |+ |S |+ |+ |- [+ |- |+ |++ |[M.cc
11 9OM |Leche |Chica + S [+ [+ |- |+]-]- |[NA |Mme
12 10M |Hisopo |Grande |+ |S |+ |+ |- |+ |- |- |NA |Mmc
13 10 M |Hisopo | Chica + S [+ |+ |- [+]- |- NA |M.mc
14 11M |Hisopo |Grande |+ |S |+ |+ |- [+ |- |- |NA |Mmc
15 12M |Hisopo |Grande |+ |S |+ |+ |- |+ |- |- |NA |Mmc
16 12M | Hisopo | Chica + 1S |+ |+ |- |+]- |- |+- |M.conjuntivae.
17 13M | Leche Grande |+ |S + |+ |- |+ |- |+ |++ |M.cc
18 13M | Leche Chica + S |+ |+ |- |+ |- |+ |++ |[M.cc
19 14M |Leche |Grande |+ |S |+ |+ |- [+ |- |- |NA |Mmec
20 14M |Leche | Chica + 1S |+ |+ |- |+ |- |- |NA |Mmec
21 I5SM |Leche |Grande |+ |S [+ |+ |- |+ |- |- |NA |[Mmc
22 16M |Leche |Grande |+ |S |+ |+ |- |+ |- [+ [+/- |M. conjuntivae.
23 17M |Leche |Grande |+ |S [+ [+ |- |+ |- |+ |++ |[M.cc
24 17M | Leche | Chica + (S [+ [+ |- |+]- |- [NA |Mme
25 ISM |Leche |Grande |+ |S [+ |+ |- |+ |- |- |NA |[Mmc
26 18M | Leche | Chica + 1S |+ |+ |- |+ |- |- |NA |Mmec
27 1I9M |Leche |Grande |+ |S |+ |+ |- [+ |- |- |NA |Mmc
28 19M | Leche | Chica + 1S |+ |+ |- |+ |- |- |NA |Mmec
29 20M |Leche |Grande |+ |S |+ |+ |- |+ |- |- |NA |Mmc
30 2IM |Leche |Grande |+ |S [+ |+ |- |+ |- |- |NA [Mmc
31 22M | Leche |Grande |+ |S |+ |+ |- |+ |- |- |NA |Mmc
32 22M | Leche | Chica + 1S |+ |+ |- |+ |- |- |NA |Mmec
33 23M |Leche |Grande |+ |S |+ |+ |- |+ |- |- |NA |Mmc
34 23M | Leche | Chica + S [+ [+ |- |+]- |- [NA |Mme
35 24M |Leche |Grande |+ |S |+ [+ |- |+ |- |+ |++ |[M.cc
36 24M | Leche | Chica + 1S |+ |+ |- |+ |- |- |NA |Mmec
37 25M |Leche |Grande |+ |S |+ |+ |- |+ |- |- |NA |Mmc
38 25M | Leche | Chica + 1S |+ |+ |- |+]- |- |NA |[Mmc
39 26M |Leche |Grande |+ |S |+ |+ |- |+ |- |- |NA |Mmc
40 27M |Leche |Grande |+ |S |+ |+ |- |+ |- |- |NA |[Mmc
41 28M |Hisopo |Grande |+ |S |+ |+ |- |+ |- |- |NA |Mmc
42 29M |Hisopo |Grande |+ |S |+ |+ |- |+ |- |- |NA |Mmc
43 30M |Hisopo |Grande |+ |S |+ |+ |- |+ |- |- |NA |Mmc

1d: identificacion; M.mmLC: Mycoplasma mycoides subsp. mycoides LC; M. capricolum: Hisopo: hisopo nasal; NA: No aplica
Mycoplasma capricolum subsp. capricolum ; +: Positiva; -: Negativa; s: Sensible; T: tetrazolio aerobio/anaerobio
F: filtrable; D: digitonina; G: glucosa; M: manosa; A: arginina; C: caseina; H: hemoadsorcion; Fo: fosfatasa; T: tetrazolium
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Las 43 cepas de Mycoplasma spp., 34 (79 %) fueron identificadas como Mycoplasma
mycoides subsp. capri (Mycoplasma mycoides subsp. mycoides LC), reaccionaron
positivamente a Glucosa, Manosa, Digestion de la Caseina, y Tetrazolio, y reaccionaron
negativamente a Fosfatasa, y Arginina. Tan solo 7 (16.2%) cepas se diagnosticaron como
Mycoplasma capricolum subsp. capricolum; ya que fueron: positivos a Glucosa, Manosa,
Digestion de la Caseina, Fosfatasa, Tetrazolio, y fueron negativos a Arginina. 2 (4.6%)

cepas fueron identificadas como Mycoplasma conjuntivae.

5.4 Granjas positivas al aislamiento de micoplasmas.

En solo dos granjas de la region de Apaseo el grande se encontraron aislamientos de
micoplasmas tanto de muestras de leche e hisopo nasal. Las granjas fueron identificadas

como la Granja San Pablo (Gtol) y Granja San Miguel (Gto2), (Cuadro 5.3).

5.4.1 Granja San Pablo (Gtol)

De la granja Gtol se tenia antecedentes de problemas respiratorios, los animales
presentaron escurrimiento nasal y dificultad para respirar (fig. 4). De esta granja se pudieron
aislar micoplasmas, tanto de hisopo nasal y leche. Se identificaron a 6 animales que
presentaban una signologia aparente de enfermedad respiratoria, las muestras tomadas de
ellas fueron positivas al crecimiento de colonias, 3 fueron de hisopo y 3 de leche; solo 2
fueron positivas en el primer muestreo y 4 en el segundo muestreo, todas éstas de diferentes
cabras pertenecientes a Gtol. En la identificacion bioquimica 5 de las 6 muestras fueron
identificadas como MmmLC y solo 1 fue identificada como Mycoplasma conjuntivae

(Cuadro 5.3).
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Figura 4. Cabra con signos aparentes de enfermedad respiratoria.

Cuadro 5.3. Resultados en la identificacion bioquimica de las muestras
positivas en la granja San pablo.

Muestra [Mmc [Mcc [M. Total

conjuntivae

Leche 22 6 1 29
Hisopo 6 6
Total 28 6 1 35
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5.4.2 Granja San Miguel (Gto2)

Dentro de los dos muestreos se totalizaron 52 muestras de las cuales, 5 fueron positivas a
micoplasmas, 1 obtenida de hisopo nasal y 4 de leche directa todas ellas identificadas como
Mycoplasma mycoides subsp. capri y solo una identificada como Mycoplasma capricolum
subsp. capricolum (Cuadro 5.4). Las muestras identificadas con el nimero 9M y 12M
procedentes de Gto2 fueron obtenidas de la misma cabra, de ésta se aislaron colonias tanto

de de la muestra de hisopo como de leche en el primer muestreo.

Cuadro 5.4 Resultados en la identificacion bioquimica de las muestras
positivas en la granja San Miguel.
Muestra | Mmc | Mcc |M. Total

conjuntivae

Leche 5 1 6
Hisopo 1 1 2
Total 6 1 1 8

Cuadro 5.5 Porcentaje de aislamientos de granjas positivas en

Guanajuato.
Granja Total de muestras % positivas Tipo de granja
San Pablo (Gtol) 110 31.8 Tecnificada
San Miguel (Gto2) | 52 15.3 Tecnificada
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5.4.3 Andlisis estadistico.

En el estudio de correlacion no paramétrica de Spearman’s, se observo la correlacion entre
la morfologia colonial y la especie Mycoplasma mycoides subsp. capri como se presenta en
el cuadro 5.4, con una P< 0.01, se encontrd que existe una alta correlacion de 0.69 entre las

colonias grandes y la especie Mmc.

Cuadro 5.4 Correlacion no parametrica de Spearman’s

Correlacion
mor idMmc
Spearman'srho mor  Coeficiente de 1,000 ,6947
correlacion
Sig. (2-colas) . ,000]
N 29 29
idMmc  Coeficiente de 6947 1,000}
correlacion
Sig. (2-colas) ,000].
N 29 29

**_La correlacion es significativa al nivel 0.01 (2-colas).
Mor: morfologia
idMmc: identificacion de Mycoplasma mycoides subsp. capri

En el studio de chi cuadrada con una P> 0.05 no existié diferencia estadistica con una
P=0.534 entre las siguientes variables: Animales enfermos, animales sanos, Primer

muestreo, segundo muestreo, morfologia colonial y especie identificada.



6.0 DISCUSION

6.1 Muestras con crecimiento positivo.

El aislamiento de micoplasmas en casos de enfermedad a partir de muestras de leche, tejido
pulmonar, hisopos de oido externo, fluido articular e hisopos nasales de caprinos, es
fundamental para la identificacion del género y especie involucrada, utilizando para ello
reacciones metabolicas, técnicas moleculares como la PCR y la identificacion serologica

(Thiaucort, F. et al., 2000).

Del total de las muestras analizadas (707), 29 (4.1%) fueron positivas a Mycoplasma spp.
De las 305 muestras de leche 23 (7.54%) fueron positivas, y de las 402 muestras de hisopo
nasal, 6 (1.49%) mostraron positividad. Al compararlo con un estudios similar presentado
por Al-Momami W. et al., (2006) en Jordania realizado en cabras analizaron 372 muestras
directas de leche e hisopos nasales, en hatos con problemas de artritis, mastitis y neumonia,
signos clinicos sugerentes de ACC y de PCC; lograron obtener 29 (7.79%) muestras
positivas, e identificarlas como Mycoplasma spp. Asimismo, este autor obtuvo de las 62
muestras de leche analizadas, 17 (27.41%) positivas, y de las 310 muestras de hisopo, 12
(3.87%). Aunque en este trabajo se presenta un mayor porcentaje de aislamientos, cabe
destacar que son de hatos con problemas de ACC y PCC; por lo tanto se puede suponer que
en un grupo de granjas sin aparentes signos clinicos relacionados con las dos enfermedades
ya mencionadas el porcentaje de aislamientos debe ser menor o nulo, por ultimo destacando

que Jordania es un pais endémico de ACC y PCC y en México no se han reportado casos de
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¢éstas enfermedades. Sin embargo se puede destacar que el tipo de muestras utilizadas por
Al-Momami W., es similar a nuestro estudio, por lo que se puede suponer que el
aislamiento y la identificacion de los micoplasmas a través de este tipo de muestras son

factibles.

En el manejo de muestras de hisopos nasales para el aislamiento de micoplasmas, autores
como Sheehan M., et al., (2005) comentan que la utilizacion de este recurso puede ser
viable pero la cantidad de flora bacteriana complica el aislamiento del agente,
demostrandolo en su trabajo, al tomar muestras de hisopo nasal en borregos sanos y
enfermos lograron aislar ¢ identificar a Mycoplasma ovipneumoniae (26%). Como se puede
manifestar en nuestro trabajo el porcentaje de muestras de hisopos nasales positivas fue
bajo (1.49%), esto se puede atribuir a lo ya manifestado por Sheehan M., a la complicacion
que ocasiona la microbiota bacteriana. Otro punto a enfatizar es que de 6 muestras de
hisopo nasal en las que se encontraron colonias con morfologia tipicas de micoplasma, 3
fueron obtenidas de animales aparentemente enfermos y las otras 3 de animales
aparentemente sanos, corroborando que es posible aislar micoplasmas patégenos tanto de

animales sanos y enfermos.

6.2 Morfologia de las colonias

Con respecto a la morfologia colonial, de las 29 muestras se observd que las colonias eran
lisas y de tamafo grande, esta morfologia es caracteristica de la especie Mycoplasma
mycoides subsp. capri (MmmLC) ; Egwu GO. et al., (2000) destacan el gran tamano de las

colonias en comparacion del tamano de SC (small colony), los autores consideraron estas
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caracteristicas como una forma de identificacion para esta especie de micoplasma. Estudios
realizados por Valdivieso-Garcia y Rosendal S., (1982) reportan que es irrelevante
identificar a una colonia por su tamafio como LC o SC, consideraron que la morfologia
colonial: lisa y con punto central grande es tipico de la especie de Mycoplasma mycoides
subsp. capri anteriormente llamada Mycoplasmas mycoides subsp. mycoides LC. Los
resultados del presente trabajo coinciden con las observaciones de Valdivieso-Garcia y
Rosendal S., (1982), 14 muestras presentaron diferente tamafio de colonias (chica y
grande), caracterizandose por ser lisas y tener un punto central grande. Todas ellas fueron
identificadas como Mycoplasma mycoides subsp. capri, lo que supone que la relacion entre
el tamano de la colonia y la subespecie LC o capri no son un punto de referencia para su
identificacion final. Pero al realizar una correlacion no parametrica de Spearman’s entre la
morfologia y la identificacion de Mycoplasma mycoides subsp capri se encontré que con
una P< 0.01 y con una correlacion de 0.69 es significativa la relacion entre la morfologia
grande y la identificacion de Mycoplasma mycoides subsp capri, por lo que se le puede
atribuir esta distincion entre otros micoplasmas como lo menciona Egwu G.O., et all,
(2000), no obstante la correlaciéon no es muy alta, por lo tanto no se puede descartar que se
pueden encontrar otro tipo de morfologias para esta especie como las encontradas en este
estudio. Autores como Whitford H.W., et al 1994 atribuye factores como las condiciones
de incubacion, el medio utilizado y el tiempo de incubacidon para el desarrollo de una
morfologia definida, ya que han observado que el crecimiento de micoplasmas en un
periodo de 48 a 72 horas, las colonias se presentan como pequefios puntos en comparacion
de cultivos de mas de 72 horas que su morfologia es mas definida y relacionando también a
la adaptacion de los micoplasmas al medio conforme se realizan los diferentes pases. Por lo

que suponemos que las diferentes morfologias encontradas en las muestras de este estudio
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se relacionan a estos factores ya mencionados, ya que de las 29 muestras positivas se

encontro crecimiento bacteriano en cultivo puro y en los segundos pases.

6.3 Identificacion Bioquimica.

Con respecto a la identificacion bioquimica, de las 43 colonias purificadas. En la
identificacion bioquimica 34 (79.1%) fueron tipificadas como Mycoplasma mycoides
subsp. capri; siendo 28 (65.1%) de leche directa y s6lo 6 (13.9%) de hisopo nasal; 7
(16.2%) colonias se identificaron como Mycoplasma capricolum subsp. capricolum. Los 2
(4.6%) aislados identificados como Mycoplasma conjuntivae provienen de hisopo nasal y
de leche directa.

Al comparar nuestros resultados con los obtenidos en trabajos que se realizaron con el
mismo tipo de muestras como el de Al-Momami W. et al., (2006), en el cual realizaron
estudios en cabras con problemas de artritis, mastitis y neumonia, signos clinicos
sugerentes de ACC y de PCC, en 62 muestras de leche directa y 310 de hisopos nasales;
lograron aislar e identificar 17 (26%) de las 62 muestras de leche; 8 (47.1%) fueron Mp, 3
(17.6%), Mmc (MmmLC), 5 (29.4%) como Mcc y 1 como Ma (5.8%). Al analizar las 310
muestras de hisopo nasal pudieron aislar e identificar 12 (3.9%) colonias, de las que 5
(41.6%) se identificaron como Mp, 1 (8.3%) Mmc (MmmLC) y 6 (50%) como Mcc. De la
Fe C. et al., (2007) en diferentes zonas de Lanzarote, Espafia en animales aparentemente
sanos, obtuvieron 31 muestra de leche directa y aislaron 9 (29%) con crecimiento de
colonias tipicas de micoplasmas, de las cuales, 7 (77.7%) se identificaron como
Mycoplasma capricolum subsp capricolum y 2 (22.2%) a Mycoplasna mycoides subsp.

mycoides LC. En otro estudio realizado en Pakistan, por Awan M.A. et al., (2009);
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tomaron 30 muestras de hisopo nasal y pulmoéon en cabras con enfermedad respiratoria,
aislando de 14 (46.6%) muestras; y en 12 (40%) de ellas a Mycoplasma capricolum subsp
capricolum y en 2 (6.7%) a Mycoplasma putrefaciens. De todos estos estudios (Cuadro 6),
se debe destacar que son de zonas endémicas a enfermedades como la ACC y la PCC, por
lo tanto el porcentaje debe ser mayor en comparacion al de este trabajo, incluyendo el
trabajo realizado por De la Fe C. et al., (2007) en animales aparentemente sanos. Es
importante sefialar que en este estudio la mayoria de los animales se encontraban
clinicamente sanos aun asi se identificd a especies como Mcc y Mmc. México al ser un
pais libre de la ACC y la PCC debe de estar libre de los micoplasmas causantes de estas
enfermedades, como se pudo observar en las muestras positivas de nuestro trabajo, aun
siendo de animales sanos y con aparente enfermedad respiratoria y de mastitis, por lo que
podemos suponer que en los casos de cabras enfermas los principales agentes patégenos
son Mmc. Un caso en particular es el de la cabra proveniente de la granja Gto2
aparentemente sana, la cual fue positiva tanto en la muestra de leche como en la de hisopo
nasal, aislandose 2 colonias, de la muestra de leche identificada como M. mycoides subsp.
capri y M. capricolum subsp. capricolum; y en la muestra de hisopo nasal se identific6 a M.
mycoides subsp. capri y Mycoplasma conjuntivae, especies que se involucran en problemas
respiratorios y mastitis; situacion similar al estudio De la Fe et al., (2007), por lo que el
aislamiento de estos agentes patdgenos se pueden encontrar en cabras aparentemente sanas

o portadoras asintomaticas.
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Cuadro 6.0 Porcentaje comparativo de aislamientos de micoplasmas en

cabras.
Autor Tipo de | No. De | Especies aisladas % de|| % de las
muestras | muestras muestras especie
positivas Mmc y
Mcc
Al-Momani W. et | Leche 62 Mp y MmmLC, Mcc y 26%
al., (2006) Ma Mmc
Jordania (17.6%)
Mcc 29.4%
Al-Momani W. et | Hisopo 310 Mp, MmmLC y Mcc 3.9% Mmc 8.3%
al., (2006) | nasal Mcc 50%
Jordania
De la Fe et al., | Leche 31 Mcc y MmmLC 29% Mmc
(2007) Espafia directa 22.2%
Mcc 77.7%
Awan M.A. et al., | Hisopo 30 Mp, Mcc 46.6% Mcc 40%
(2009) Pakistan Nasal
Jiménez A. (2011) | Leche, Mmc,(MmmLC) , Myc Mmc 65.1%
305 spp., Mcc 7.5% Mcc 2.4%
Jiménez A. Hisopo 402 Mmc,(MmmLC),Myc spp 1.4% Mmc 13.9%
(2011) Nasal Mcc 2.3%

MmmLC: Mycoplasma mycoides subsp. mycoides LC
Mcc: Mycoplasma capricolum subsp. capricolum
Mycspp: mycoplasma spp
Mmc:Mycoplasma mycoides subsp. capri

Ls: liquido sinovial
So: secrecion ocular

Mycoplasma mycoides subsp. capri, aislado en este trabajo, causante de mastitis y

enfermedad respiratoria, que tiene un alto impacto en las cabras domésticas o silvestres; se

han encontrado casos de micoplasmosis en la cabra salvaje Capra pirenaica describiéndola

como una enfermedad de curso devastador en hembras y animales jovenes Verbisck-

Bucker G et al., (2008).
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Una de las dos especies identificadas en este trabajo, es Mycoplasma capricolum subsp.
capricolum, todas de muestras de leche. Agente que ocasiona mastitis, artritis y neumonias,
causante de una pleuroneumonia fibrinosa, como lo describe el trabajo de Guiadini N.D. et
al., (2008), donde 400 cabras presentaron signos respiratorio y de locomocion, aislaron e
identificaron a Mycoplasma capricolum subsp. capricolum. Esto nos puede indicar que por
si solo el agente puede afectar a las cabras de forma severa. Por su parte Mycoplasma
conjuntivae se caracteriza por causar inflamacion en la conjuntiva y la cornea, comiinmente
afectando a pequefios rumiantes, el cual ha sido aislado de hisopos de la conjuntiva pero

también de muestras nasofaringeas (Belloy L. et al., 2003).

6.4 Estudio comparativo de las dos granjas positivas al aislamiento de

Mycoplasma.

La dos tnicas granjas en las que se obtuvieron aislamientos de diferentes especies; Gtol
(San pablo) y Gto2 (San Miguel), estan localizadas en la misma region. Las caracteristicas
generales entre estas zonas son diferentes, desde el tipo de produccion, el manejo, las razas

y el clima, factores suficientes que podrian definir el comportamiento de una enfermedad.

6.4.1 Granja San Pablo (Gtol).

De los dos muestreos realizados, en el primero se encontraron cabras con signos clinicos de
enfermedad respiratoria que aparentemente recibian tratamiento con oxitetraciclinas, sin
embargo se hallaron muestras positivas, ya que estudios realizados por El Hasam S., et al.,
(1984) inocularon experimentalmente a cabras con el microorganismo causal de la

pleuroneumonia contagiosa caprina y fueron tratados a los pocos dias con oxitetraciclina y
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tilosina., sin embargo, el 20% de los casos tratados permanecieron como portadores de la
enfermedad y fueron capaces de transmitir la infeccion. Indicando que la eliminacién
completa de los micoplasmas rara vez se logra y los animales tratados siempre deben ser
considerados como portadores potenciales de la enfermedad. Esto se puede constatar al
obtener del primer muestreo, 9 casos positivos de los cuales 2 provienen de cabras
enfermas; en el segundo muestreo 15 casos fueron positivos, 4 provienen de cabras
enfermas con signos clinicos respiratorios y 11 de cabras aparentemente sanas. Por lo tanto
el aumento considerable de muestras positivas en el segundo muestreo coincide con la
aseveracion hecha por El Hasam S., et al., (1984) y en este trabajo, aquellos animales que
recibieron tratamiento en el primer muestreo pudieron funcionar como portadores de la

micoplasmosis.

6.4.2 Granja San Miguel (Gto2) Guanajuato.

En los dos muestreos se obtuvieron un total de 52 muestras de las cuales 5 fueron positivas
a micoplasmas, 1 obtenida de hisopo nasal y 4 de leche directa, todas ellas identificadas
como Mycoplasma mycoides subsp. capri y solo una identificada como Mycoplasma
capricolum subsp. capricolum; especies involucradas en problemas de mastitis y
enfermedad respiratoria. Se puede mencionar que entre granjas llegaban a prestar a sus
sementales o a intercambiar animales, como también adquirian pie de cria del mismo lugar,
esto podria dar lugar a transmitir la enfermedad de granja a granja. Como lo indica
Nicholas R.A.J, (2002) una buena forma de controlar la infeccion es evitar el movimiento

de animales y sacrificar a aquellos que estén infectados.
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Dentro de la ecologia del desarrollo de una enfermedad (hospedador, mediador ambiental,
agente patogeno) en el caso de la infeccion intramamaria el manejo del ordefio y las
caracteristicas del animal son los factores mas importantes que favorecen a la enfermedad.
Como lo comentan Sanchez et al., (1997), la produccion aunque sea de un nivel
tecnificado, no indica un estatus sanitario excelente, al contrario, para obtener ese estatus se
necesitan practicas de manejo precisas para evitar cualquier enfermedad. Los factores que
se mencionan y que son puntos criticos en el manejo de la cabra lechera son las
caracteristicas de la maquina del ordefio, ya que si no se maneja adecuadamente esta puede
ser contraproducente en la produccion; la higiene en el ordefo es otro factor que puede
bajar la prevalencia en mas del 8.7% en enfermedades trasmitidas por otras cabras segun
Contreras A., et al., (2003). Por lo que es determinante para prevenir algin tipo de
enfermedad en granjas tecnificadas, son las practicas de manejo que se dan en la
produccion; al comparar y destacar las practicas de manejo de estas dos zonas, se puede
observar que son extremadamente diferentes y por lo tanto los factores ya mencionados

podrian ser causa del porcentaje de aislamientos en estas dos zonas.

6.5 Casos de animales con aparente enfermedad respiratoria y mastitis.

De las 29 muestras positivas, solo una cabra presentaba una avanzada enfermedad
respiratoria y mastitis, como son estertores, dificultad para respirar, secrecion nasal y una
condicion corporal de 2, misma que en la muestra de hisopo nasal se pudo aislar dos
colonias de diferente tamafio que fueron identificadas como M. mycoides subsp capri. Las
cinco cabras que compartian corral con la enferma todas presentaban mastitis subclinica y

secrecion nasal, de ellas se obtuvieron colonias identificadas como M. mycoides subsp
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capri y una identificada como Mycoplasma conjuntivae., tres de ellas provienen de leche y
2 muestras de hisopo nasal, al realizar el segundo muestreo las cabras positivas ya no
fueron localizadas, por lo tanto no se pudo dar seguimiento de los casos (Cuadro 6.1). En
estos casos en particular, la transmision de la enfermedad se le puede atribuir al hecho de
compartir corral y por lo tanto estar en contacto directo con la cabra enferma y los fluidos
que el animal pudo desechar, como son expectoraciones, fluido nasal y leche, ademas del
compartir comedero, como lo menciona Egwu GO.,et al, 2000, que la primer forma de
transmision es el contacto directo con un animal infectado. En el tema referente a los
micoplasmas que se pudo identificar como M. conjuntivae proveniente de leche, De la Fe et
al., (2008) estudiaron el posible efecto del Mycoplasma spp. en la calidad de la leche,
llegando a la conclusion que su alteracion es minima en el porcentaje de proteina y grasa;
por lo que cabe sefalar que no se debe descartar la posibilidad de otro tipo de afecciones en
la que participen otros micoplasmas, asi que seria importante llegar a su identificacion

final.

Cuadro 6.1 Identificacion de las especies en caprinos con problemas
respiratorios

enfermos colonias muestra identificacion

MmmLC: Mycoplasma mycoides subsp. capri
*: Cabra con avanzada enfermedad respiratoria

ID: identificacion
Gtol: Granja San Pablo
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Como se muestra en el cuadro 6.1, Mycoplasma mycoides subsp. capri podria estar
involucrada tanto en problemas respiratorios y de mastitis, ya que pudo aislarse en los dos
tipos de muestras en las cabras con enfermedad respiratoria y la eliminacién del
microorganismo no solo se puede dar en secreciones nasales sino también en leche aunque
no padezcan de mastitis, por lo tanto se puede suponer que la micoplasmosis causada por

esta especie llega a ser sistémica.

Todas aquellas muestras provenientes de cabras que aparentemente no presentaban signos
clinicos y que se aislaron colonias tipicas de micoplasmas, de las 34 colonias aisladas se
identificaron en un 79.1% a Mycoplasma mycoides subsp. capri, en un 16.2% a
Mycoplasma capricolum y en un 4.6% a Mycoplasma conjuntivae. En el estudio realizado
por Tardy F. et al., (2007), aislaron a MmMmLC en diferentes granjas de Francia con
antecedentes de micoplasmosis en cabras asintomaticas para observar la prevalencia de M.
mycoides, Tardy et al., (2007), justifica que algunas de las causas de la conducta patogena
de los micoplasmas aislados de animales sanos, es el mecanismo genético que poseen que
les da la capacidad de escapar de la respuesta inmune del hospedador y también como un
factor determinante el manejo de las cabras de aptitud lactea. Algunos autores han expuesto
que se pueden encontrar animales asintomatico de los cuales se han aislado micoplasmas
altamente patogenos como es el caso de Damaza A.J. et al., 1991 que a partir de muestras
de conducto auditivo externo aislaron a Mycoplasma mycoides subsp mycoides LC y otras
especies en animales aparentemente sanos exponiendo que el oido externo puede ser un
reservorio de micoplasmas y atribuyendo que una de las principales vias de infeccion entre
animales es por medio de vectores como son los acaros portadores de micoplasmas, aun asi

el encontrar a animales sanos portadores de micoplasmas patdégenos requiere de mayor
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estudio Otros factores como lo describen Pitcher et al., (2005), para que un micoplasma
pueda causar un cuadro de enfermedad, se determina por la forma en como adquirié dicha
bacteria, desde el propio contacto que se puede dar entre un animal sano y un animal
portador del microorganismo, como también la via de entrada de los micoplasmas que
puede definir el comportamiento patogeno de este. No hay estudios especificos sobre el
estrés en cabras y sus probables consecuencias en adquirir la micoplasmosis, pero en el
caso de la enfermedad conocida como “fiebre de embarque”, causante de neumonia en
rumiantes, el estrés es un factor determinante en la patogenia de esta enfermedad y factores
como los cambios de temperatura, hacinamiento prolongado, mala nutricion y una
produccion intensiva, ayudan a que bacterias saprofitas oportunistas causen algin tipo de
enfermedad en el ganado, como es el caso de varias especies de micoplasmas con la
interaccion de otros agentes (Robert A. Smith DVM 2004). Al observar los casos presentados en
este estudio, el porcentaje mayor de aislamientos se realizd en las granjas ubicadas en
Apaseo el grande Gto. de cabras aparentemente sanas, en donde se practica una produccion
tecnificada o intensiva que conlleva a un manejo mayor de los animales y los factores ya
expuestos; como también el intercambio de animales entre granjas y posiblemente el
tratamiento poco efectivo a los animales enfermos pudieron acarrear el porcentaje mayor de
muestras positivas. A diferencia de de las granjas de Oaxaca, que con un sistema semi-
intensivo el manejo de los animales es menor y por lo tanto los factores ya mencionados
afectan menos a los animales, esto nos hace suponer el no encontrar muestras positivas en
esta zona, sin dejar a un lado otros puntos a considerar como la sensibilidad de los
micoplasmas al medio ambiente y el cuidado que se debe proporcionar al transporte de las

muestras obtenidas.
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Por estos motivos es de suma importancia establecer técnicas de diagnoéstico efectivas para
el aislamiento y la identificacion de los micoplasmas causantes de enfermedad y asi poder
monitorear el comportamiento de este microorganismo, ya que como se pudo observar en
este trabajo, no existen estudios recientes sobre la micoplasmosis en México, sobre todo de
caracter epidemioldgico que nos darian herramientas suficientes para establecer un

monitoreo en los estados con mayor afeccion por este microorganismo en el pais.

Figura 5. Cabras productoras de leche.
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3.
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7.0 CONCLUSIONES

De la poblacion caprina en estudio se logrd el aislamiento 4.1 % de muestras
positivas 29/ 707, resultado por debajo al estimado en la hipdtesis. Este porcentaje
muestra que los caprinos de la zona de Guanajuato han tenido contacto con
Mycoplasma spp, en contraste con la zona de Oaxaca que fue negativa al
aislamiento de micoplasmas.

Se estableci6 con la identificacion bioquimica al género Mycoplasma y las especies
del grupo mycoides como se determino en la hipoétesis, las especies identificadas
fueron Mycoplasma mycoides subsp. capri y Mycoplasma capricolum subsp.
capricolum causantes de enfermedad en las cabras.

Al encontrar un mayor porcentaje de muestras positivas en leche (7.5%), a las
obtenidas en hisopo nasal (1.4%), esto se puede atribuir a la presencia de mastitis
subclinica en las granjas estudiadas.

De las 29 muestras positivas el 79.3% pertenecen a cabras sanas donde se identifico
a Mycoplasma mycoides subsp. capri y a Mycoplasma capricolum subsp.
capricolum por lo que se deduce que existe la posibilidad de encontrar animales
portadores asintomaticos o animales que no cedieron al tratamiento. El 20.6% de las
muestras, pertenecen a cabras enfermas con problemas respiratorios, aislandose
solamente a Mycoplasma mycoides subsp. capri, posiblemente el agente causal de la

enfermedad ya que no se aisl6 a otra especie de micoplasma.
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9.0 APENDICES

APENDICE 1
Medio de cultivo liquido Hayflick®
Caldo PPLO? 1.89 gr.
Agua destilada 90.00 ml
1. Esterilizar en autoclave® a 121 °C/15 1b/15 minutos.

2. El siguiente paso es agregar los siguientes elementos del medio:

Rojo de fenol al 1 % 0.25 ml
Glucosa® al 10 % 1.00 ml
Suero de equino” 20.00 ml
Extracto de levadura® al 10 % 10.00 ml
Penicilina G sédica 100 000 Ul/ml

* Esterilizar por autoclave a 121 °C/15 Ib/15 minutos.
® Esterilizar por filtracion con membranas® de 0.22 pm.
¢ Esterilizar por autoclave a 121 °C/10 1b/10 minutos.

3. Después de preparar el medio de cultivo se realiza la prueba de esterilidad,
sembrando en agar sangre e incubando a 37 °C durante 24 hrs y 2 ml de medio de

cultivo se incuban a 37 °C por 24 — 48 horas.

! Medio Hayflick de Edward modificado, excluyendo el acetato de talio
2 PPLO broth Difco

® Autoclave AESA

* Membranas MILLIPORE
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APENDICE 2

Medio de cultivo sélido Hayflick.
Preparar 60 ml de medio liquido Hayflick (Apéndice 1).
Agar noble' al 0.8 %
Agar noble 056 g
Agua destilada 10.00 ml
1. Esterilizar el agar en autoclave a 121 °C/15 1b/15 minutos.
2. Dejar que el agar se entibie para poder mezclar con el medio liquido.

3. Verter 7 ml de la mezcla en cada caja de petri sin crear burbujas y dejar solidificar.

1.Agar noble Lab Difco
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