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RESUMEN  

El objetivo de este estudio fue aislar a los Micoplasmas asociados a la enfermedad 

de Neumonía Enzoótica Porcina. Se procesaron 74 muestras, 55 muestras de 

hisopos nasales de cerdos con problemas respiratorios, con un rango de edad de 4 

a 12 semanas de unidades de producción del Estado de Guanajuato y del Estado 

de Hidalgo, y 19 muestras de pulmones con lesiones características de la 

enfermedad, obtenidos de un rastro del municipio de Xalapa, Veracruz. Las 

muestras fueron procesadas en el medio de Friis, mediante la técnica de aislamiento 

como lo indica (Tully., 1983) en líquido y sólido, incubadas a 37 °C en aerobiosis y 

microerobiosis para permitir el desarrollo de bacterias similares a Micoplasmas. De 

las 74 muestras 38 (51.35%) fueron positivas a la presencia de colonias típicas de 

micoplasmas y 36 (48.64%) fueron negativas.  Se observó que del total de las 

muestras positivas 29 (52.7%) y 9 (47.3%) fueron de hisopos nasales y pulmón 

respectivamente. Los aislados se identificaron como Mycoplasma spp con las 

pruebas de filtrabilidad por 0.45 micras, morfología colonial, dependencia a 

esteroles con la prueba de la digitonina. Observando una prevalencia de 51.35% de 

Mycoplasma spp en las muestras de hisopos nasales y pulmones de cerdos con 

problemas respiratorios.   

 

 

Palabras claves. Mycoplasma spp, Neumonía Enzoótica Porcina, Aislamiento 

bacteriano. 
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1. INTRODUCCIÓN 

Las enfermedades respiratorias se encuentran entre los problemas más importantes 

de salud asociados con la producción porcina. Los procesos respiratorios en cerdos 

raramente están causados por un solo microorganismo, habitualmente se deben a 

la interacción de diferentes patógenos, primarios y secundarios como Virus del 

Síndrome Reproductor y  Respiratorio Porcino, Virus de la Gripe Porcina, Circovirus 

Porcino tipo 2,  Virus de la Enfermedad de Aujeszky,  Mycoplasma hyopneumoniae, 

Pasteurella multocida, Streptococcus suis,  Haemophilus parasuis y  Actinobacillus 

pleuropneumoniae que en conjunto y sumado a los factores ambientales y a las 

prácticas de manejo de las explotaciones, desencadenan las enfermedades 

(Martínez Lobo et al., 2007).  

La Neumonía Enzoótica Porcina (NEP) causada principalmente por M. 

hyopneumoniae (Hansen et al., 2010), enfermedad de alta distribución mundial, 

afectando en mayor medida a los sistemas de producción intensivos. 

Mycoplasma hyopneumoniae es el agente directo responsable de la Neumonía 

Enzootica Porcina (enfermedad crónica que afecta a los cerdos). Esta enfermedad 

es altamente prevalente, (entre 30% y 100%) en la producción porcina del mundo, 

Micoplasma hyopneumoniae causa infecciones que provocan pérdidas económicas 

significativas (Thacker y Minion, 2010).  

Se ha demostrado que Mycoplasma hyorhinis y M. floculare también 

juegan un papel importante tanto en la (NEP) 

como en el complejo respiratorio porcino (CRP) (Lin et al., 2006; Palzer et al., 

2008; Hansen et al., 2010). 
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Objetivo general  

Detectar la presencia de micoplasmas asociados a la Neumonía Enzoótica Porcina, 

por medio del aislamiento e identificación del género con el fin de establecer la 

prevalencia del microorganismo en cerdos con problemas respiratorios. 

 

Objetivo específico   

Aislar bacterias del género Mycoplasma spp en el medio de Friis a partir de muestras 

de hisopos nasales y pulmones de cerdos con problemas respiratorios. 

Identificar con pruebas básicas, digitonina, filtrabilidad y morfología colonial, las 

bacterias del género Mycoplasma spp 

 

Hipótesis 

Los micoplasmas son bacterias asociadas a problemas respiratorios de los cerdos, 

es factible aislar al agente responsable de la Neumonía Enzoótica porcina en un 

20% de las muestras analizadas, si los cerdos presentan problemas respiratorios 

crónicos de esta manera es probable evidenciar a Mycoplasma hyopneumoniae en 

las unidades de producción. 

Justificación   

Debido a que la Neumonía Enzoótica porcina es una enfermedad respiratoria 

crónica de alta morbilidad, es importante aislar a los micoplasmas involucrados 

como patógeno primario a partir de muestras de hisopos nasales y pulmones de 

cerdos con problemas respiratorios con el fin de identificar al género y especie por 

medio de pruebas de diagnóstico bacterianas. 
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2. REVISIÓN DE LITERATURA 

Los problemas de neumonías en cerdos se deben a una interacción entre 

patógenos, primarios y secundarios (Cuadro 1), sumado a los factores ambientales 

y a las prácticas de manejo de las explotaciones, desencadenan las enfermedades 

(Martínez Lobo et al., 2007). Dentro de los cuales se destacan los Micoplasmas. 

 

Cuadro 1. Problemas de salud comúnmente identificados a nivel mundial 

Problemas de salud: Proporción de responsables 
 

 

PRRS                                                                                                             50.1% 

Mycoplasma hyopneumoniae                                                                        41.7% 

Escherichia coli                                                                                              35.6% 

Streptococcus suis                                                                                         34.8% 

Swine Influenza                                                                                              34.8% 

Ileitis                                                                                                                34.4% 

Haemophilus parasuis                                                                                     28.6% 

PCV2AD                                                                                                          25.4% 

Actinobacillus pleuropneumoniae                                                                    21.3% 

Disenteria Porcina                                                                                            17.5% 

Lombris/Parasitos                                                                                             17.1% 

Ulcera gástrica                                                                                                  16.1% 

Pasteurella multocida                                                                                        11.5% 

Rostagno et al.; IPVS 2014 
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2.1. Micoplasmas  

Los micoplasmas son taxonómicamente clasificados como miembros de la clase de 

los Mollicutes, un grupo de bacterias caracterizadas por la falta de una pared celular. 

Las células de Micoplasmas son en su mayoría esféricas y su tamaño es de un 

intervalo de 0.3 a 0.8 micras (Razin, 2006). 

Pudiendo atravesar filtros de entre 220 y 450 nm. Poseen una membrana plasmática 

trilaminar de 7.5-10 nm de grosor (a diferencia de las demás membranas 

bacterianas, contiene colesterol, fosfolípidos y glicoproteínas) que junto con las 

proteínas constituyen los determinantes antigénicos más importantes (Poveda et 

al., 2002). La capa más externa está compuesta por proteínas (la cual da al 

Mycoplasma la capacidad de adherirse a las células respiratorias mediante 

interacciones hidrofóbicas) y por carbohidratos; además se observa una especie de 

cápsula de naturaleza polisacárido. Su citoplasma es rico en ribosomas, gránulos 

citoplasmáticos y su núcleo está constituido por moléculas bicatenarias de ADN y 

ARN (Andrada et al., 2002).  

Genoma 

El genoma de los micoplasmas es de alrededor de 600 a 2,000 kb, correspondiente 

a 600-800 genes, que es el mínimo necesario para tener vida independiente. Este 

presenta un bajo contenido de guanina y citosina, entre 23-40% y es rico en adenina 

y timina, hasta un 70%. Además, utilizan un código genético alternativo, donde el 

codón TGA codifica el aminoácido triptófano en lugar de la habitual señal de paro 

de las procariotas (Nicholas et al.,2008, Dybving et al., 1996).  

Este bajo número de genes corresponde con la cantidad de proteínas que pueden 

sintetizar (en torno a 400) y, en consecuencia, también está relacionado con su 

capacidad metabólica y actividad enzimática. De ahí viene su modo de vida como 

parásito (Razin y Freundt, 1984). Las cepas de Mycoplasma hyopneumoniae 

secuenciadas hasta el momento son las cepas J 232 y 7448, aisladas en México y 

Estados Unidos (Minion et al., 2004; Vasconcelos et al., 2005; Liu et al., 2011). 

Cottew et al., 1987 demostraron que algunas especies de micoplasmas están 

filogenéticamente altamente relacionadas, siendo clasificadas dentro del mismo 
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grupo “mycoides” esta relación está clara con las pruebas bioquímicas 

convencionales, reacciones inmunológicas, hibridación del ADN, análisis de la 

secuencia de ARNr 16S por medio de la técnica de PCR (Thiaucourt et al., 2000; 

Nicholas 2002), es así que la identificación de estas especies se dificulta ya que no 

pueden ser diferenciados bioquímicamente, además de presentar reacción cruzada 

con antisueros policlonales dirigidos contra los diferentes miembros del grupo 

(Taylor et al., 1992). 

Los ribosomas de estos microorganismos presentan las características típicas de 

las procariotas, con un coeficiente de sedimentación 70S, con tres tipos de ARN 

ribosomal, (5S, 16S y 23S), en estas estructuras especialmente en la 16S ARNr 

existe un alto grado de conservación en las secuencias nucleotídicas en la Clase 

Mollicutes, por ello se utiliza como marcador filogenético para la diferenciación de 

los géneros Mycoplasma y Acholeplasma, aunque presenta la desventaja de contar 

con un gran número de copias en su genoma, lo que puede provocar o conllevar  a 

la identificación de secuencias o marcas moleculares múltiples en un solo 

organismo (Razin, 1984). 

Debido a que su genoma es pequeño, los micoplasmas se someten a un 

metabolismo limitado y tienen pocas rutas biosintéticas (Razin et al., 1998). La falta 

de vías biosintéticas implica que necesitan purinas y pirimidinas para obtener 

aminoácidos y componentes de la membrana para su crecimiento en el ambiente 

(Thacker and Minion, 2010). 

A pesar de las diferencias fundamentales entre micoplasmas y otras bacterias, 

muchos aspectos de la biología molecular de los micoplasmas son similares a las 

bacterias gram-positivas (Thacker and Minion, 2010). 
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2.2. Neumonía enzoótica 

La Neumonía Enzoótica Porcina, también conocida como neumonía micoplasmal, 

es causada por M. hyopneumoniae (Mh), es una de las enfermedades más 

importantes que asociadas con otros microorganismos, causa pérdidas en la 

producción porcina (Sibila et al., 2009; Simionatto et al., 2013). La infección es 

caracterizada por una tos esporádica, seca y no productiva, retraso en la tasa del 

crecimiento y la utilización ineficiente del alimento. Esta enfermedad no tiene una 

alta mortalidad, pero si una alta morbilidad. Esta infección ocurre generalmente por 

contacto directo con secreciones respiratorias de animales portadores. Sin 

embargo, se han encontrado informes que hablan de una trasmisión en el aire 

incluso a varios kilómetros de distancia (Stark et al., 1998; Otake et al., 2010). 

 

2.3. Características generales de Mycoplasma hyopneumoniae 

Las colonias de (Mh), se caracterizan por poseer forma cocoide, no presentan 

motilidad y producen pequeñas colonias carentes de punto central, normalmente 

convexas y granulares al ser observadas con magnificación. Presentan un 

crecimiento lento al ser cultivadas in vitro, pudiendo ser utilizados para este fin 

diferentes medios de cultivos, entre los que se encuentran; Friis, SP4 y medio A26. 

Las condiciones óptimas de cultivo, se encuentran a 37 °C con agitación constante 

(Brown, 2010). Desde el punto de vista bioquímico (Mh) se caracteriza por fermentar 

la glucosa mientras no es capaz de hidrolizar la urea o la arginina (Friis, 1972; Ross 

y Wittlestone, 1983). 
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Epidemiología  

La Neumonía Enzoótica Porcina presenta una distribución mundial, con mayor 

prevalencia en aquellos países donde existe un alto índice de producción porcina 

(Thacker, 2006). Los cerdos domésticos y jabalíes se pueden ver afectados por 

(Mh), (Sibila et al., 2010) (Sibila et al., 2004a; Fano et al., 2007; Maes et al., 2008a; 

Martínez et al., 2009; Fraile et al., 2010; Meyns et al., 2011; Fablet et al., 2012b; 

Nathues et al., 2012b). 

Además, la prevalencia es mayor en los lechones destetados, de 0 a 51 por ciento 

(Sibila et al., 2004a; Fano et al., 2007; Sibila et al., 2007b). 

 

 

Transmisión  

La transmisión de Mh puede tener lugar por diferentes rutas. La transmisión entre 

los rebaños se produce principalmente por la introducción de animales infectados o 

aerotransportado. En cuanto a la transmisión dentro de los rebaños, se puede 

distinguir entre verticales (de la cerda a la descendencia) y la transmisión horizontal 

(entre los cerdos del mismo corral). La transmisión horizontal se produce 

predominantemente a través del contacto nariz con nariz (Calsamiglia y Pijoan, 

2000). Hasta la fecha, no se ha informado transmisión en el útero o lactogénica. 

 

Horizontal  

El contacto de nariz a nariz entre compañeras del corral o incluso entre los cerdos 

de diferentes corrales puede dar lugar a la propagación de (Mh), de animales 

infectados susceptibles (Thacker y Minion, 2012). 

 

La transmisión aérea ha demostrado ser importante para (Mh). Ya que (Goodwin, 

1985) declaró que los rebaños libres de (Mh), pueden infectarse con esté patogeno 

si otros rebaños infectados se encuentran dentro de una distancia de 3,2 kilómetros. 
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M. hyopneumoniae coloniza las células epiteliales ciliadas del tracto respiratorio, 

dañando las células y predispone a animales infectados de invasores secundarios 

(Thacker and Minion, 2010). 

Pese a que todos los animales son susceptibles, los animales en crecimiento son 

los que se ven en su mayoría más afectados. En rebaños sin inmunidad puede 

afectar a cerdos de todas las edades, incluyendo lechones y animales de cría (Sibila 

et al., 2007). 

 

Patogénesis  

La patogénesis de las infecciones por (Mh), incluye varios pasos: adherencia a las 

vías respiratorias, la modulación del sistema inmune que conduce a daños de tejido 

pulmonar y la persistencia en el tracto respiratorio, así como la interacción con otros 

agentes infecciosos. Tos no productiva es el signo clínico más obvio. Las lesiones 

macroscópicas son caracterizadas por bronconeumonía catarral. Consisten en rojo 

a purpúreo, áreas consolidadas en los lóbulos pulmonares como en las partes, 

craneal ventral, apical, cardíaca, accesorios y lóbulos diafragmáticos.  El diagnóstico 

de la neumonía enzoótica se hace generalmente a nivel de rebaño en lugar de a 

nivel individual nivel (Thacker y Minion, 2012; Taylor, 2013). 

 

Signos clínicos 

 
La presencia de la tos en cerdos de engorde combinados con lesiones de 

bronconeumonía crónica, así como el pobre rendimiento y la eficiencia de la 

alimentación durante el período de engorde pueden llevar a un presunto diagnóstico 

de la neumonía enzoótica. Sin embargo, el diagnóstico definitivo se basa en la 

detección de (partes de) Mh. El diagnóstico diferencial debe considerar otras 

posibles causas de tos, así como las bacterias y los virus que causan lesiones de 

neumonía similares a Mycoplasmas (Sibila et al., 2009). 
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La forma clínica puede afectar parámetros productivos tales como el índice de 

conversión alimenticia o la ganancia media diaria de peso (Straw et al., 1999; 

Sibila et al., 2009). A nivel pulmonar, la infección por este patógeno suele dar lugar 

a una neumonía bronquiolo-intersticial que en asociación con otras bacterias pasa 

rápidamente a bronconeumonía catarral-purulenta. La visión macroscópica habitual 

de estas lesiones es de consolidación pulmonar cráneo ventral. 

A nivel de campo, se han observado dinámicas de infección variables que pueden 

afectar la gravedad y la frecuencia de las lesiones pulmonares (Vicca et al., 2003). 

Esta variabilidad se ha atribuido a factores tales como la presencia de coinfecciones, 

condiciones de manejo y estabulación y, finalmente, a la existencia de distintas 

cepas de M. hyopneumoniae que podrían tener distinta virulencia (Vicca et al., 

2003; Maes et al., 2008). El conocimiento que se tiene hoy en día de este último 

factor es bastante limitado. 

A nivel individual: un mismo animal puede estar coinfectado simultáneamente por 

varias cepas de Mh, (Nathues et al., 2011; Vranckx et al., 2011; Charlebois et al., 

2014). Además, se ha sugerido que esta infección por distintas cepas podría dar 

lugar a lesiones pulmonares más graves (Villareal et al., 2011; Vranckxet al., 2011). 

También se ha descrito que la infección con Mh, no impide la colonización posterior 

con una variante clonal de la cepa o con otra cepa de baja virulencia (Vranckx et al., 

2011; Villareal et al., 2011). 

A nivel de granja: se sabe que puede haber más de una cepa en circulación pero 

que, en general, el brote de neumonía enzoótica está producido por solo una cepa 

(Nathues et al., 2011). Dentro de los factores de riesgo que podrían contribuir a la 

introducción de nuevas variantes de M. hyopneumoniae en una granja serían los 

sistemas de producción tradicionales (flujo continuo) y la proximidad a otras granjas 

(Nathues et al., 2011, Charlebois et al., 2014). 

A nivel territorial: se han descrito diferencias en cuanto a la variedad de cepas 

circulantes entre países, zonas geográficas e incluso entre granjas de un mismo 

país. Por el momento no se ha detectado ninguna relación entre cepa y origen 
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geográfico (Dos Santos et al., 2015). Entender la variabilidad entre cepas de Mh, es 

importante para conocer mejor la epidemiología de la infección e intentar obtener 

un mayor rendimiento de las herramientas de control establecidas.  

Lesiones  

Las lesiones pulmonares de Mh, constan de un color púrpura a gris en áreas de 

consolidación pulmonar, principalmente localizada bilateralmente en los lóbulos 

apical, intermedio, accesorio y las piezas craneales del lóbulo diafragmático (Maes 

et al., 2008).  

Tales lesiones se denominan como consolidación pulmonar craneoventral (CPCV). 

Los lóbulos inflamados se producen a principios y mediados de las etapas de la 

infección, mientras que las lesiones crónicas consisten generalmente de cicatrices 

interlobulares con retracción del tejido (Maes et al., 2008). 

 

En tal escenario, la presencia de CPCV puede ser indicativo de la participación de 

(Mh). Sin embargo, ya que otros microorganismos pueden producir lesiones 

similares, es necesario realizar pruebas de laboratorio para la confirmación 

(Thacker, 2004; Sibila et al, 2009). 

 

A nivel de matadero, la evaluación de las lesiones pulmonares se utiliza 

comúnmente para estimar la prevalencia y gravedad de las enfermedades 

respiratorias y su impacto en el precio de la canal en el mercado y la evaluación de 

factores de riesgo, la eficacia de la vacuna (Sibila et al, 2009; Merialdi et al, 2012). 
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2.4. Diagnóstico de Mycoplasma hyopneumoniae 

Varias metodologías se utilizan para diagnosticar las infecciones causadas por (Mh). 

Los signos clínicos y lesiones patológicas se utilizan para un diagnóstico presuntivo 

de Neumonía Enzoótica, pero se requieren pruebas de laboratorio para un 

diagnóstico efectivo. Aunque el cultivo de (Mh) es considerado la prueba de oro para 

el diagnóstico, este método no es utilizado habitualmente (Sibila et al., 2009). Esto 

se debe a que el aislamiento del patógeno en medio Friis es muy complicado (Friis, 

1975). Además, la presencia de otra especie de micoplasma puede inhibir el 

crecimiento de (Mh), representando su aislamiento aún más difícil. Por lo tanto, el 

hecho de cultivar este organismo de animales potencialmente infectados, no se 

puede descartar la infección en la manada (Thacker, 2004). Actualmente la prueba 

de PCR es la técnica más sensible para detectar infecciones causadas por (Mh) 

(Calsamiglia et al., 1999). 

 
El primer aislamiento de M. hyopneumoniae se realizó en 1965 en los EE.UU. (Mare 

y Switzer, 1965) y el Reino Unido (Goodwin et al., 1965). 

En los años 70’s del siglo pasado, la investigación importante se llevó a cabo para 

determinar las principales características de este organismo. Es muy sensible a las 

condiciones ambientales debido a la ausencia de una pared celular (Goodwin, 

1972). En 1973, la cepa J fue aislada (Whittlestone, 1973), que sigue siendo 

considerado como la cepa de referencia. Puede cultivarse in vitro, pero requiere 

medio suplementado con suero y crecimiento en el medio Friis (Friis, 1975). El 

cultivo y aislamiento de (Mh) es laborioso, consume tiempo y con frecuencia no es 

exitoso, por lo que el aislamiento no se utiliza para la rutina diagnóstica. Por otra 

parte, hay contaminación frecuente con otros micoplasmas tales como M. hyorhinis 

(presente en el tracto respiratorio de los cerdos) y M. flocculare (especie no 

patógena que tiene similitudes con respecto a morfología, crecimiento y 

antigenicidad de (Mh), (Thacker y Minion, 2010). La fastidiosa naturaleza de los 

micoplasmas y la falta de sistema genético para esclarecer las estructuras de las 

proteínas y funciones han dificultado la comprensión de su biología. Las especies 

de micoplasmas han desarrollado estrategias para variar su topografía en la 
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superficie para evitar la detección y erradicación por la respuesta inmune del 

huésped (Browning et al., 2011). 

 

La identificación de este patógeno en el diagnóstico de laboratorio por infecciones 

por Mycoplasma se ha basado en los análisis bacteriológicos clásicos incluyendo la 

morfología, características de cultivos, fisiológicas y propiedades serológicas. Si 

bien estas pruebas siguen ocupando una parte importante en el diagnóstico de este 

agente, nuevas pruebas basadas en el análisis molecular de ADN genómico, ADN 

ribosomal, proteínas de la célula y los lípidos, parecen hacer a un lado a las pruebas 

clásicas y se puede esperar que estas pruebas moleculares prevalezcan en la 

identificación de Micoplasmas, en particular con respecto a las especies de 

crecimiento lento y/o extremadamente exigentes. 

 

2.5. Identificación serológica 

La tradicional identificación por métodos serológicos del agente etiológico está 

basada sobre la inhibición del crecimiento, inhibición del metabolismo, 

epifluorecencia y peroxidasa (Lambert, 1987) y un método más reciente es el dot-

ELISA. 

Inhibición del crecimiento  

Está basada en la observación de la inhibición del crecimiento mediante un 

antisuero específico y se puede realizar sobre el medio de cultivo sólido y líquido. 

En el medio sólido se observan halos de inhibición y en el medio líquido se realiza 

la prueba inhibición del metabolismo. La inhibición del crecimiento en el medio sólido 

es una prueba específica y se requiere un medio de cultivo apropiado, un antisuero 

con altos títulos y un microscopio estereoscópico. Los micoplasmas en estudio 

deben estar en cultivo puro ya que los cultivos mezclados pueden ocasionar 

conclusiones erróneas porque la zona de inhibición puede estar enmascarada por 

el desarrollo del organismo no inhibido. El inóculo de micoplasmas deben tener 10-

4 a 10-5 UFC /ml. Después de realizar la siembra es recomendable poner el medio 
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sólido a temperatura de 22-30°C antes de poner las placas a 37°C para evitar falsos 

negativos, debido a que los microorganismos que desarrollan rápidamente 

producen pequeñas zonas de inhibición. Cuando no se observan halos definidos de 

inhibición o se observan colonias dentro del halo de inhibición es recomendable 

repetir la prueba. Los halos de inhibición se deben medir a partir del borde del papel 

filtro hasta la línea de desarrollo de los micoplasmas. Un halo positivo debe medir 

5mm o más y zonas menores se deben considerar negativas (Goll, 1994). 

Inhibición del metabolismo 

Es una prueba muy específica y de alta sensibilidad. Esta prueba es utilizada para 

clasificar y caracterizar micoplasmas, detectar diversidad antigénica entre especies, 

determinar títulos de anticuerpos o evaluar la potencia de un suero de prueba 

utilizando cultivos conocidos de micoplasmas y realizar estudios epidemiológicos. 

La técnica está basada en la multiplicación de los micoplasmas en el medio líquido 

conteniendo un sustrato específico (glucosa, arginina, urea o tetrazolio) que será 

utilizado por el metabolismo bacteriano. Los productos metabólicos alterarán el ph 

del medio de cultivo provocando cambios de color (UCC). El cultivo bacteriano debe 

estar titulado para lograr una apropiada dilución de 100-1000 unidades cambio de 

color (UCC) sobre una unidad de volumen. La técnica utiliza antisueros homólogos 

para inhibir micoplamas, la actividad inhibitoria de los antisueros decrece el 

metabolismo bacteriano y, por lo tanto, indirectamente, previene el cambio de color. 

Un título de prueba de un suero es la más alta dilución de suero que previene un 

cambio de color del medio. Los sueros de animales tratados pueden inhibir la 

multiplicación de los micoplasmas y minimizar el efecto de los anticuerpos. La 

contaminación bacteriana puede provocar una interpretación errónea en un título 

bajo del antisuero (Goll, 1994). 
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2.6. Detección serológica de la infección por M. hyopneumoniae 

Las pruebas serológicas se utilizan comúnmente para controlar el estado de salud 

de las piaras de cerdos. La detección de anticuerpos frente a (Mh) se puede lograr 

mediante la prueba de ELISA y con menor frecuencia mediante la prueba de fijación 

del complemento. Los perfiles de anticuerpos en rebaños de cerdos requieren una 

prueba simultánea de grupos de animales de diferentes edades (estudio 

transversal) o la prueba de un grupo de animales en todo el ciclo de producción por 

la prueba de ELISA. 

La prueba de ELISA en este contexto es un método rápido, de bajo costo y 

fácilmente automatizado que proporciona información útil sobre la presencia de 

anticuerpos de orígenes maternos y adquiridos, así como en el tiempo necesario 

para que los animales sufran seroconversión. Un bloqueo por ELISA (IDEI, kit 

Micoplasma hyopneumoniae EIA Oxoid) y dos pruebas de ELISA indirectas 

(HerdChek, IDEXX y Tween 20-ELISA) son las pruebas serológicas de uso más 

frecuentes. Pruebas que detectan anticuerpos contra (Mh).  

Estudios comparativos han reportado diferentes especificidades y sensibilidades 

entre estos kits (Pijoan, 1994; Ameri-Mahabadi et al., 2005; Erlandson, 2005), 

cuando las discrepancias en los resultados de las pruebas serológicas se han 

identificado, un inmunoensayo con Western Blot (WBI) la focalización de diferentes 

antígenos de (Mh) se puede usar para la confirmación de esta prueba (Ameri et al., 

2006). La utilidad de un perfil de anticuerpo puede ser obstaculizada por la variación 

en los resultados de la prueba de ELISA dependiendo de la prueba utilizada (Ameri-

Mahabadi et al., 2005; Erlandson, 2005); la incapacidad de la serología para 

diferenciar la infección natural de la vacunación; falta de correlación entre las 

diferentes medidas de títulos de anticuerpos; variaciones en la detección de 

anticuerpos frente a diferentes cepas de (Mh), (Strait et al., 2004); una variabilidad 

significativa en el tiempo empleado por los animales de seroconversión.  

El retraso en la seroconversión está asociado con la infección de este patógeno 

debido al hecho de que (Mh) se fija al epitelio respiratorio ciliado y no invade el tejido 
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pulmonar a la misma medida que otros patógenos.  Esto puede resultar en 

presentación más lenta de mayor antígeno de micoplasma para el huésped.  

Cabe destacar el hecho que no existe una correlación entre los títulos de 

anticuerpos y la protección contra la infección (Maes et al., 1996). 

 

2.7. Control 

En el control de Mh además de los programas de vacunación existen otros 

elementos a tener en cuenta que tienen una incidencia directa sobre la circulación 

del agente (Estrada, 2003), tal es el caso de:  

• Sistema todo adentro todo afuera 

 • Presencia de contaminantes ambientales como el amonio y el CO2  

• La humedad en las instalaciones  

• La ventilación y velocidad del aire  

• Destete temprano medicado o segregado 

Entre los antibióticos que han mostrado ser altamente eficiente se encuentran la 

Tiamulina, Lincomicina, Tylosina, Aivlosin, Quinolononas y las Tetraciclinas (Vicca 

y cols., 2002b). Por otra parte, los programas de vacunación contra Mh proporcionan 

un efecto importante en relación con la disminución de la lesión pulmonar, el cuadro 

clínico y reduciendo la infección por agentes secundarios. 

El uso de antibióticos como método de control y profilaxis está altamente 

extendido en la producción porcina industrial. La pauta de medicación más 

utilizada incluye el uso de piensos medicados de una a tres semanas, empezando 

una semana antes del comienzo de la enfermedad (Thacker et al., 2004). Este 

sistema reduce notablemente el número de células de Mh presentes, pero no logra 

evitar por completo la invasión por parte de este agente bacteriano. 

Actualmente, la mayoría de los países con sistemas de producción intensivos de 

porcino incluyen pautas de vacunación frente a Mh. Como indicador de este dato, 

U
niversidad Juárez A

utónom
a de Tabasco. 

M
éxico.



25 
 

cabe destacar que la vacuna frente a Mh es una de las dos vacunas más vendidas 

en el mercado de la sanidad animal a nivel global (Meeusen et al., 2007). 
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3.0 MATERIALES Y MÉTODOS 

3.1. Ubicación geográfica 

La colección de muestras se realizó de granjas de producción porcina en los estados 

de Hidalgo, Guanajuato y Veracruz, en el mes de Septiembre y Octubre del 2015. 

3.2. Muestras 

Se colectaron 74 muestras, de las cuales 55 fueron hisopos nasales de cerdos con 

problemas respiratorios de dos unidades de producción porcina ubicadas en el 

Estado de Guanajuato e Hidalgo. Y 19 pulmones de cerdos que presentaban 

lesiones neumónicas de un rastro en el municipio de Xalapa, Veracruz. 

3.3. Muestreo 

Se colectaron muestras de hisopos nasales de cerdos con problemas respiratorios, 

los cuales fueron depositados en el medio de cultivo de Friis, transportados y 

conservados a 4 °C. Los pulmones fueron depositados en recipientes estériles, 

transportados y conservados en congelación. 

3.4  Aislamiento de Micoplasmas 

Para el aislamiento de micoplasmas se utilizó el medio de cultivo de Friis (Cuadro 

2)  modificado (Friis, 1972). Los hisopos fueron incubados a 37 °C por 24 horas para 

permitir el desarrollo del micoplasmas. Los pulmones fueron macerados en el medio 

de cultivo de Friis en condiciones estériles. Posteriormente, se tomaron 200 µl de 

medio líquido del hisopo y 200 µl del macerado de pulmón y  fueron depositados en 

1.8 ml de medio líquido de Friis y se  realizaron  diluciones decimales, (10-1 hasta 

10-5). Las diluciones fueron incubadas en aerobiosis a 37 °C de 24 a 48 horas. Al 

mismo tiempo, se sembró en el medio sólido de Friis el cultivo del hisopo conservado 

en el medio líquido y del macerado de pulmón, se tomaron de cada uno de ellos 30 

µl, las placas de agar fueron incubadas de 48 horas hasta 7 días en microaerobiosis 

a 37° C con el 80-85 % de humedad.  

Las diluciones se revisaron cada 24 horas hasta observar cambio de pH y/o 

turbidez, las diluciones que presentaron cualquiera de las dos reacciones, se 
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sembraron en placas de medio sólido de Friis y se incubaron en microaerobiosis a 

37° C con el 80-85 % de humedad. Las diluciones que no mostraron cambio de pH 

y/o turbidez fueron subcutivadas a los 7 días en medio líquido de Friis, se repitió 

este procedimiento por cuatro ocasiones para permitir el desarrollo bacteriano.  Se 

observaron las placas de medio sólido cada 24 horas durante 7 días con la ayuda 

de un microscopio estereoscópico (Carl Zeiss) para distinguir colonias con 

morfología típica de Micoplasma (Tully et al., 1983) (Cuadro 3). 

 

3.5. Purificación de la cepa 

A partir de una colonia típica de micoplasma se realizó la metodología de clonación 

triple que consistió en tomar una colonia de la placa de agar semisólido con una 

pipeta Pasteur que se depositó en medio líquido y fue incubado de 24 a 48 horas o 

hasta que se observara cambio de pH o turbidez. Posteriormente el cultivo 

bacteriano se resembró en medio de cultivo semisólido para poder observar la 

morfología de las colonias bacterianas de micoplasmas. Este proceso se llevó a 

cabo por tres ocasiones para purificar el aislado y comprobar la morfología típica y 

lograr un cultivo puro, ya que se observó en el primocultivo el desarrollo de dos a 

tres colonias diferentes en una muestra (Howard., et al 1994). 
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3.6. Identificación del género Mycoplasma spp 

Para la identificación del género se realizaron las pruebas de, morfología colonial, 

filtración por membrana de 0.45 micras, no reversión de formas “L” y sensibilidad a 

la digitonina, así las cepas fueron consideradas como Mycoplasma spp (Howard et 

al., 1994). 

-Filtrabilidad 0.45 micras: Para desarrollar la prueba se hicieron pasar 2 ml de medio 

de cultivo por una membrana con poro de 0.45 µm. Posteriormente se depositó el 

inóculo en medio semisólido para confirmar que las bacterias son filtrables (Tully 

1983). 

-Sensibilidad a la Digitonina: La prueba fue realizada para diferenciar a los géneros 

Acholeplasma y Mycoplasma pertenecientes a la clase Mollicutes, debido a que 

morfológicamente sus colonias son iguales, con esta prueba se demuestra la 

dependencia de los esteroles por los micoplasmas, a diferencia del género 

Acholeplasma que no requiere de esteroles para su crecimiento.  

La Digitonina es un glucósido que disuelve los esteroles presentes en el medio de 

Friis. La prueba se desarrolló realizando diluciones decimales 10-1, 10-2 y 10-3 del 

aislado, posteriormente de cada dilución fue tomado un volumen de 20 µl para 

depositarlos en la superficie del medio de cultivo semisólido permitiendo que resbale 

la gota en línea recta. Una vez que se dejó secar fue colocado un disco de papel 

filtro saturado con una solución de digitonina al 1.5%, la placa fue incubada en 

microaereobiosis a 37°C con el 80-85% de humedad y se observó por varios días 

hasta observar crecimiento de colonias. Una reacción positiva se consideró al 

observar un halo de inhibición del crecimiento colonial alrededor del disco de 

digitonina (Tully 1983, Howard et al., 1994) y se diagnosticó como Mycoplasma spp 
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Cuadro 2. Medio de cultivo líquido Friis. 

PPLO 0.55 gr 

Infusión     
cerebro-corazón 

0.55 gr 

Agua destilada 117 ml 

Sales de Hanks (A) 4 ml 

Sales de Hanks (B) 4 ml 

 

Esterilizar en autoclave a 121°C/ 15 lb/ 15 minutos. 

Al enfriarse agregar los siguientes componentes del medio. 

Suero de equino  16.5 ml 

Suero de cerdo  16.5 ml 

Extracto de levadura  6 ml 

Rojo de fenol  0.45 ml 

Penicilina  1.5 ml 
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Cuadro 3. Procesamiento de las muestras. 

 

 

 

 

 

1

Se tomaron 200µl del 
hisopo nasal o 

macerado de pulmón

2

Se sembraron en 1.8 
ml de medio Friis 

fresco y se realizaron 
dilluciones decimales

3

Se tomaron 30-50µl 
del hisopo nasal y  

macerado de pulmón 
y se siembra cada 

uno  en una placa de 
agar se incubaron a 

37°C

4

Las placas de agar 
se revisaron cada 48 

a 72 horas hasta 
observar morfología 

colonial

5

Las diluciones se 
revisaron cada 24 
horas hasta que 

presenten cambio de 
pH o turbidez

6

Las muestras se les 
realizó un pase cada 

6 días por 4 
ocasiones

7

A las muestras 
positivas se les 

realizó purificación 
de las colonias 
encontradas

8

Posteriormente se les 
realizó las pruebas 

para la identificación 
del género 

Mycoplasma spp
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4.0  RESULTADOS 

4.1. Aislamiento de colonias con morfología típica a Micoplasmas. 

 Los aislados con morfología de colonia típica de micoplasmas (Figura 1) fueron 

observados en 38 (51.3%) de las 74 muestras analizadas de hisopos nasales y 

pulmones.  De las 55 muestras de hisopos nasales se observaron colonias en 29 

(52.7%) muestras y 26 (47.2%) fueron negativas a colonias de micoplasmas (cuadro 

4). De las 19 muestras de pulmón, 9 (47.3%) mostraron la presencia de colonias y 

10 (52.6%) fueron negativas (cuadro 5). 

En los animales a partir de las 4 semanas de edad de las dos regiones estudiadas 

se lograron los aislamientos de los hisopos nasales, se observó en la zona de 

Hidalgo un mayor porcentaje de aislados en un 76% y en Guanajuato 24% de las 

muestras.  Con respecto a las muestras de pulmones, se observó alrededor del 47% 

la morfología de colonias en los cerdos en la etapa de finalización de la zona de 

Veracruz.  

El medio de Friis y los factores de enriquecimiento, las condiciones de temperatura 

y requerimiento atmosférico permitieron el crecimiento de las colonias de 

micoplasmas, después de 5 días de incubación se observaba poca densidad de 

colonias, realizando pases de medio de cultivo semanal y resiembras en el medio 

sólido de Friis se permitió la adaptación y viabilidad del microorganismo in vitro. 

Los aislados desarrollaron en el medio sólido típicas colonias de micoplasmas sin 

área central (punto central), y no se les observó film & spot.  

Los 38 aislados mostraron colonias típicas de micoplasmas y fueron positivas a la 

filtrabilidad por 0.45 micras y dependencia a los esteroles por la prueba de la 

digitonina (Figura 2).  

Todos los aislados utilizaron la glucosa como sustrato y se observó la fermentación 

en el medio líquido tornándose el pH ligeramente ácido. Se realizaron entre 2 y 3 

pases para la mayoría de las colonias de Mycoplasma spp (cuadro 6). 
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Figura 1. Colonias de Mycoplasma spp sin punto central aisladas 
 de hisopo nasal y pulmón de cerdo con problemas respiratorios,  
aumento de 2x. 
 
 
 
Cuadro 4. Aislamiento de colonias con morfología de micoplasma 
 de hisopos nasales de cerdos con problemas respiratorios. 
 

Hisopos 
nasales 

Lugar  Morfología colonial de 
micoplasma 

 
Positivo             Negativo  

Edad 

25 Otumba, 
Hidalgo  

19 (76%) 6 4-12 
semanas  

30 Valle de 
Santiago, 
Guanajuato  

10 (33.3%) 20 4- 8 
semanas  

55  29 26 4.12 
semanas  

 
 
 

 52.7 % 47.2%  
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Cuadro 5. Aislamiento de colonias con morfología de micoplasma  
de pulmones de cerdos con lesiones respiratorias 
  

Pulmones  Lugar      Mycoplasma spp 

Positivo          Negativo 

     Edad  

19 Xalapa, 
Veracruz 

     9    10 Finalización 

  47.3% 52.6%  

 

 

Figura 2. El halo de inhibición con la prueba de la Digitonina,  
identificó a Mycoplasma spp por la dependencia de esteroles  
 

Halo de inhibición de la 

prueba de la Digitonina 
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Cuadro 6. Resultados de las pruebas básicas de identificación para el género 

Mycoplasma spp. 

 Muestras 

analizadas   

Morfología 

colonial 

Filtrabilidad por 

0.45 micras 

Digitonina 

Hisopos 

nasales 

55 29 29 29 

Pulmones 19 9 9 9 

Total  74 38  38 38 

 

 

5.0 DISCUSIÓN  

5.1. Aislamiento de Mycoplasma spp. 

La Neumonía Enzoótica Porcina (NEP) tiene distribución mundial y se ve afectada 

con altas pérdidas económicas en la producción de cerdos. Mycoplasma 

hyopneumoniae, responsable de la NEP, su cultivo a partir de muestras de campo 

es todavía muy difícil de realizar en el diagnóstico rutinario en los laboratorios, 

debido a que el microorganismo requiere de diferentes nutrientes y condiciones 

particulares in vitro. Además, de que en las muestras podemos encontrar la 

presencia de otras especies de micoplasmas asociadas a la NEP, que sobrecrecen 

y dificultan su aislamiento. El aislamiento del microorganismo de una muestra es 

relevante para el diagnóstico de la enfermedad; asimismo, el aislamiento nos 

permitirá conocer la situación epidemiológica de la enfermedad, así como estudiar 

sus mecanismos de virulencia y su variación genética en la población natural en 

estudio. 

En el presente estudio, se cultivaron 74 muestras de hisopos nasales y pulmones 

de cerdos con problemas respiratorios, de las regiones geográficas de Hidalgo, 

Guanajuato y Veracruz. Se mostró la presencia de Mycoplasma spp en 38 (51.3%) 
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muestras, los aislados presentaron morfología de colonia típica de micoplasma sin 

punto central en el medio sólido, filtrabilidad por 0.45 micras y no requerimiento de 

esteroles por medio de la prueba de la digitonina.  

Se demostró la presencia de Mycoplasma spp en 29 (52.7%) hisopos nasales y en 

9 (47.3%) pulmones de las tres regiones estudiadas, Hidalgo, Guanajuato y 

Veracruz mostrando 76%, 33.3% y 47.3% respectivamente. Sibila et al en 2014 

obtuvieron una prevalencia de M. hyopneumoniae de (31.4%) en animales con 

problemas respiratorios y de M. hyorhinis el (54%). 

En este estudio, sólo se pudo recuperar un tipo de colonia por muestra, quizás por 

la dificultad del aislamiento y adaptación del microorganismo in vitro. Sin embargo, 

en las muestras clínicas del tracto respiratorio del cerdo se ha observado la 

asociación de varias especies de micoplasmas como son M hyopneumoniae, M. 

floculare, M. hyopsinoviae y M. hyorhinis, estas especies son capaces de desarrollar 

en el mismo medio de cultivo de Friis, ya que cubre sus requerimientos nutricionales, 

es así que se puede aislar una sola especie o más en cultivos mixtos. Se ha 

reportado la capacidad que tiene M. hyorhinis de sobrecrecer a M. hyopneumoniae 

y enmascara el crecimiento de este último en el cultivo bacteriano y no permitir 

observar la morfología de Mh. La morfología de colonias sin punto central es 

característico de M hyopneumoniae y M. floculare a diferencia de M. hyopsinoviae 

y M. hyorhinis que muestran punto central en sus colonias.  

En México, se han realizado pocos estudios de aislamiento y se ha reportado la 

presencia de M. hyorhinis en las muestras estudiadas por Miranda-Morales en 1986, 

que aisló de pulmones de cerdos de rastro e identificó con la prueba serológica de 

inhibición de crecimiento a M. hyorhinis con un antisuero específico. Para el 2015, 

Rojas-Trejo et al aislaron a Mycoplasma hyorhinis de pulmones de lechones que 

fueron identificados bioquímicamente. Estudios experimentales, realizados en 

México en el 2003 por Ciprian et al observaron por medio de inmunofluorescencia 

el epitelio bronquial de cerdos infectados con Mycoplasma hyopneumoniae, el 

evento de colonización fue observado durante los primeros 20 días post infección. 
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De los aislados obtenidos de pulmones de cerdo que provienen de una unidad de 

producción porcina en etapa de finalización, nos muestra que los pulmones positivos 

a Mycoplasma spp son de cerdos que presentaron problemas respiratorios en 

alguna etapa de su vida productiva, probablemente en estado crónico. El 

aislamiento de este microorganismo es considerado como fastidioso (Thacker y 

Minion, 2010) y se han recomendado utilizar como alternativa las metodologías 

moleculares para la detección del material genético de Micoplasma por medio de la 

PCR.  Es así que, en 2014 Sibila et al, realizaron un estudio cuyo objetivo fue evaluar 

la prevalencia de Mycoplasma hyopneumoniae y Mycoplasma hyorhinis en lavados 

broncoalveolares de muestras procedentes de animales vivos, con y sin problemas 

respiratorios de diferentes explotaciones europeas. Lo que obtuvieron fue una 

detección por PCR de Mycoplasma hyopneumoniae que fue mayor en aquellos 

animales que presentan problemas respiratorios 11/35, (31.4%) que en animales 

sanos 16/70, (22.8%). Sin embargo, la detección de Mycoplasma hyorhinis fue 

mayor en animales sanos 46/70, (65%) que en aquellos animales que presentan 

problemas respiratorios 19/34, (54%). 

El objetivo de este trabajo, aislamiento de Micoplasmas asociados al complejo 

respiratorio porcino, es parte del proyecto de investigación Variables antigénicas de 

M. hyopneumoniae presentes en México. De los aislados obtenidos se realizará la 

identificación molecular y la secuenciación para cubrir los objetivos propuestos en 

el proyecto. 
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6.0 CONCLUSIONES 

 

De las 74 muestras 38 (51.35%) fueron positivas a la presencia de colonias típicas 

de micoplasmas y 36 (48.64%) fueron negativas.  Se observó que del total de las 

muestras positivas 29 (52.7%) y 9 (47.3%) fueron de hisopos nasales y pulmón 

respectivamente. Los aislados se identificaron como Mycoplasma spp con las 

pruebas de filtrabilidad por 0.45 micras, morfología colonial, dependencia a 

esteroles con la prueba de la digitonina. Observando una prevalencia de 51.35% de 

Mycoplasma spp en las muestras de hisopos nasales y pulmones de cerdos con 

problemas respiratorios. 

Los aislados desarrollaron colonias con morfología típica de micoplasma sin punto 

central y mostraron filtrabilidad, dependencia a los esteroles y fermentación a la 

glucosa y fueron identificados como Mycoplasma spp, características morfológicas 

y bioquímicas similares a M. hyopneumoniae.    
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7.0 ABREVIATURAS 

Mh: Mycoplasma hyopneumoniae 

CRP: Complejo Respiratorio Porcino 

°C: Grados centígrados 

WBI: Western Blot 

CPCV: Consolidación pulmonar craneoventral  

UCC: Unidades cambio de color 

PCR: Reacción en Cadena de la Polimerasa 

PRIMER: Son fragmentos complementarios que se van a unir a cada una de las dos 

cadenas separadas del templado de ADN 

Tm: Temperatura media 

pb: Pares de bases 

NEP: Neumonía Enzoótica Porcina 

A: Adenina  

T: Timina 

C: Citosina 

G: Guanina 

ADN: Ácido Desoxirribonucléico 

ARN: Ácido Ribonucléico 

rpm: Revoluciones por minuto  

Ag: Antígeno  
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