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Introduccién

Los micoplasmas son microorganismos sin pared ce-
lular que tienen gran afinidad por células eucariotas
llegéndoles a causar serias afectaciones (1). En ani-
males importantes enfermedades son producidas por
micoplasmas y estos son también una de las mayores
causas de contaminacién y pérdida en cuitivos celula-
res (2, 3). Para la deteccion de micoplasmas se han
desarrollado métodos bacteriolégicos, serolégicos,
bioquimicos, de hibridacion de acidos nucleicos y
més recientemente la reaccion en cadena de ia polime-
rasa (PCR).

En este trabajo se desarrollé la técnica de PCR
basada en la amplificacion del gen del RNA-ribosomal
16S para la deteccion de micoplasmas de interés veter-
inario y en cultivos celulares.

Materiales y Métodos

Se utilizaron cepas de referencia, muestras clinicas
directas y de cultivo de células, Para cultivo de célu-
las los cebadores fueron tomados de la literatura (4,5)
y para los de interés veterinario fueron disefiados por
nosotros. Las muestras fueron procesadas y 5 uL fueron
utilizados en una mezcla de reaccion final de 50 uL.
L as reacciones se realizaron en un equipo REACTOR
THERMAL HYBAID. El estudio del producto amplifi-
cado se realiz6 en geles de agarosa teflidos con bromuro
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de etidio. Se realizaron estudios de sensibilidad y es-
pecificidad en cada caso.

Resultados y Discusién

Los dos juegos de primers utilizados en cultivo de cé-
lulas amplificaron un fragmento de 715y 1 500 pb res-
pectivamente y detectaron hasta 2 x 10* ufc/mL lo cual
es un grado de sensibilidad adecuado para la detec-
cion. De 47 muestras evaluadas 40 de ellas fueron posi-
tivas y 7 negativas coincidiendo estos resultados con los
obtenidos por cultivo microbiolégico y por hibrida-
cion de 4cidos nucleicos. De los micoplasmas de in-
terés veterinario fueron seleccionados Mycoplasma
bovis (Mb) y Mycoplasma qallisepticum (Mg). Los
primers utilizados para la deteccién de Mb y Mg am-
plificaron un fragmento de 360 y 530 pb respectiva-
mente. La sensibilidad obtenida para Mb fue de 4 x 107
ufc/mL y para Mg de 8 x 10% ufc/mL.

En los dos sistemas los primers fueron especificos
para la especie de interés a detectar no amplificando otros
micoplasmas bovinos o aviares en cada caso. El sistema de
PCR para Mb fue evaluado en 40 muestras de exudados
nasales de temeros de las cuales 18 fueron positivas co-
incidiendo con los resultados obtenidos por cultivo micro-
biologico. Estos resultados avalan el uso del PCR en el
diagnéstico de este género microbiano.
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