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RESUMEN

Se colectaron 700 moscas en la ciudad de Puebla. Se examiné la posible presencia de micoplasmas en
la superficie externa y en tracto digestivo, por medio de cultivo directo para micoplasmas y la aplicacion
de la técnica de reaccién en cadena de la polimerasa (PCR), para detectar un fragmento de 301 pb
especifico para género Mycoplasma. El total de las muestras colectadas resultaron negativas para el
aislamiento de micoplasmas en superficie externa y tracto digestivo de las moscas por medio de cultivo
directo como se indicé anteriormente. Los resultados del PCR fueron negativos. Diferentes especies de
micoplasmas se relacionan con diversas enfermedades en el humano, por tanto se sugiere considerar
la importancia que tiene el conocer qué mecanismos estan involucrados en la dispersion de dichos
microorganismos.
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ABSTRACT

700 flies were collected in Puebla city. The possible presence of mycoplasmas was examined in the
external surface and in digestive tract, using direct cultivation for mycoplasmas and the application of
the polymerase chain reaction technique (PCR), to detect a fragment of 301 bp specific for Mycoplasma
genus. The total of the collected samples was negative for the mycoplasmas isolation in external
surface and digestive tract of the flies in direct cultivation. The results of the PCR were negative.
Different mycoplasmas species are related with diverse diseases in humans, therefore it is suggested
considering the importance of knowing which mechanisms are involved in the dispersion of this
microorganisms.
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INTRODUCCION Los micoplasmas tienen la capacidad
de activar al sistema inmunoldgico, inducir la
liberacion de citocinas e invadir a eritrocitos,
linfocitos y monocitos, como es el caso de

Mycoplasma penetrans que se adhiere a

Los micoplasmas son los
microorganismos mAas pequefios de vida
libre autorreplicables con requerimientos

nutricionales exigentes y que se caracterizan
por presentar un genoma que va de las 500
hasta las 1400 pares de bases, ademas por
carecer de una pared celular, presentan
formas pleomorficas (Razin et al., 1998).

Estos microorganismos causan
diversas enfermedades en animales y en el
humano, en este Ultimo en casos de artritis,
lesiones de la piel, abscesos del tubo
ovarico, entre otras (Tully, 1993).

superficies celulares pudiendo penetrar a
ellas. Por tanto la extensiva invasion de este
microorganismo al citoplasma puede
provocar la muerte celular (Lo et al., 1993a;
Brenner et al.,, 1996; Salman et al., 1998).
Ademas, se ha observado que algunos de
los efectos que provocan los micoplasmas
son mediados por el sistema nervioso
central, ya que recientemente se reporté que
Mycoplasma fermentans se establece en
cerebro y diversos tejidos de pacientes con
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Sindrome de Inmunodeficiencia Adquirida
(SIDA).

De forma experimental inoculando a
Mycoplasma fermentans via
intracerebroventricular en ratas, se observo
elevacibn en la temperatura corporal,
supresion de los niveles de actividad
locomotora y exploratoria en pruebas a
campo abierto e incremento en la produccién
de prostaglandina E2 (PGE2) en hipotalamo,
hipocampo y tejido cortical. Con estos
resultados los autores sugieren que la
presencia de Mycoplasma fermentans en
cerebro puede ser responsable de ciertos
cambios  conductuales en  pacientes
infectados con el virus de la
inmunodeficiencia humana (VIH) (Yirmiya et
al., 1997).

El estudio del potencial oncogénico
de Mycoplasma fermentans se analizO en
células de embrion de ratén (C3H),
exhibiendo  cambios  fenotipicos  con
caracteristicas malignas. Estos cambios son
reversibles si el micoplasma es erradicado
por medio de tratamiento con antibioticos, de
lo contrario la transformacion celular incluye
la capacidad de formar tumores en los
animales. La oncogénesis mediada por
micoplasmas presenta la participacion de
ciertas caracteristicas establecidas en el
desarrollo del cancer humano (Tsai et al.,
1995).

Sloot et al. (1996) observaron que
individuos con SIDA o leucemia, positivos a
micoplasmas, presentaban complicaciones
como pneumonia recurrente bacteriana y
sarcoma de Kaposi pulmonar, concluyendo
gue los pacientes positivos al VIH pueden ser
colonizados o infectados més facilmente por
micoplasmas que los pacientes negativos al
VIH.

A partir de muestras de orina de nifios
positivos al VIH se identificaron micoplasmas
en un 87% Yy en muestras de pacientes
negativos al VIH en un 20%, por medio de la
técnica de PCR. Observandose que M.
penetrans, M. pirum, M. fermentans y M.
genitalium se aislaron de pacientes que
presentaban  inmunodeficiencia  severa,
mientras que M. hominis y Ureaplasma
urealyticum fueron aislados con mas
frecuencia en nifios que presentaban las
primeras etapas de la infeccién por VIH y en
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pacientes negativos al virus (Hussain et al.,
1999).

Debido a la relacion que presentan
los micoplasmas con diversas enfermedades,
incluso aquellas que llegan a términos
fatales, se ha tratado de estudiar los
mecanismos de dispersién en el ambiente,
ya que se han observado diversos géneros
bacterianos de interés médico como
Escherichia, Vibrio, Salmonella, Shigella,
Helicobacter, Chlamydia y Pseudomonas
(Forsey y Darougar, 1981; Levine y Levine,
1991; Khalil et al., 1994; Grubel et al., 1997)
en ambientes hospitalarios, urbanos, rurales
y caseros (Echeverria et al., 1983; Adeyemi y
Dipielou, 1984; Khin et al., 1989; Fotedar et
al., 1992).

El presente trabajo tiene como
objetivo determinar si la mosca doméstica
(Musca domestica) participa en la dispersion
de micoplasmas.

MATERIALES Y METODOS

Material biologico

Se colectaron 700 moscas (Musca
domestica) en el exterior del Hospital
Universitario de la Benemérita Universidad
Autébnoma de Puebla (BUAP), durante el
periodo de enero-diciembre del 2000.

Se utilizaron las cepas de referencia
Mycoplasma fermentans PG-18, Mycoplasma
fermentans P-140, Mycoplasma penetrans
GTU-54, Mycoplasma pirum y Mycoplasma
pneumoniae que fueron proporcionadas por
el laboratorio de micoplasmas del Centro de
Investigaciones en Ciencias Microbiolégicas
del Instituto de Ciencias de la BUAP.

Medios de cultivo

Caldo para micoplasmas SP-4: 65 ml
de agua destilada, 2 g de base para
micoplasmas Becton Dickinson, 0.5 g de
dextrosa, 1 g de triptona, 0.5 g de peptona, 1
ml de rojo de fenol al 0.4 %, 25 ml de suero
de caballo Hy Clone, 10 ml de dializado de
levadura, 0.2 g de ADN, 5 ml de CMRL 1066
(10x), 10 ml de yestolato al 2%, 1 ml de
soluciéon de glucosa al 50% y 0.12 g de
penicilina G sdodica.

Agar Eaton: 65 ml de agua destilada,
2 g de base para micoplasmas Becton
Dickinson, 0.5 g de dextrosa, 1.3 g de agar
bacterioldgico, 25 ml de suero de caballo Hy
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Clone, 10 ml de dializado de levadura y 0.12
g de penicilina G sddica.

Procesamiento de las muestras de la
superficie externa de las moscas

Se resuspendieron 350 moscas en 1
ml de medio para micoplasmas SP-4 cada
una por separado en tubos estériles, se
agitaron durante 15 minutos e incubaron a
37° C durante 5 horas. Las muestras se
filtraron a través de una membrana de 0.45u
transfiriéndose a otra serie de tubos
incubandose a 37° C durante 24 horas.
Posterior a las 24 horas se resembraron 5 pl
de cada una de las muestras en agar Eaton y
se incubaron a 37° C durante 24 horas, con
la finalidad de confirmar su aislamiento por
medio de microscopia.

Procesamiento de las muestras del tracto
digestivo de las moscas

En 1 ml de solucién de fenol al 5 % se
resuspendieron 350 moscas por separado en
tubos estériles, agitando durante 5 minutos
con la finalidad de descontaminar Ila
superficie externa. A continuacion las
moscas fueron enjuagadas con una solucion
salina al 0.9 % para eliminar el fenol. Las
moscas se inmovilizaron a 4° C colocandose
en una superficie de parafina y fijadas con
alfleres entomolodgicos, realizando una
diseccion ventral con la ayuda de una aguja y
microscopio para diseccion, removiendo el
tracto digestivo, siendo transferido vy
homogenizado en 1 ml de medio SP-4 e
incubado a 37° C durante 5 horas. Las
muestras se filtraron a través de una
membrana de 0.45u incubandose a 37° C por
24 horas. A partir de estas muestras se
resembraron 5 ul de cada muestra en agar
Eaton y se incubaron bajo las mismas
condiciones.

Cultivo de las cepas de referencia

En caldo SP-4 se cultivaron las cepas
durante 24 horas a 37° C en condiciones
aerobias, resembrandose en agar Eaton e
incubandolas a 37° C durante 24 horas para
confirmar su viabilidad por medio de
microscopia.

Extraccion del ADN bacteriano
Se centrifugé 1 ml de cada una de las
muestras, tanto de las cepas de referencia

como de las muestras problema, a 14 000
revoluciones por minuto (rpm) durante 20
minutos. El botdn resultante se resuspendié
en 500 pul de buffer de lisis que contiene: 10
mM de Tris-HCI (pH 8.5), 10 mM de KCI, 2.5
mM de MgCl,, 1% Tween-20, 1% Tritdn X-
100 y 5 mg/ml de proteinasa K. La
suspension celular fue incubada durante 1
hora a 60° C y posteriormente se guardé a
4° C, el extracto celular se utiliz6 para
detectar el ADN por medio de la técnica de
PCR.

Iniciadores

Los iniciadores AR1 y AR2, utilizados
para la amplificacion son descritos por Shidu
et al. (1995), estos amplifican un fragmento
de 301 pb, reconociendo una secuencia
conservada del ARNr en treinta especies de
micoplasmas. La secuencia del iniciador AR1
es 5" ATG RGG RTG CGG CGT ATT AG 3
y la del iniciador AR2 es 5" CKG CTG GCA
CAT AGT TAG CCRT 3, donde K representa
una mezcla de los nucledtidos G-T y R
contiene A-G.

Amplificacion de las muestras por PCR

Las muestras se amplificaron en un
termociclador programable (Mini Cycler MJ
Research, Inc. Watertown. M.A., USA). La
mezcla de reaccion contiene 10 mM de Tris-
HCI (pH 8.5), 200 uM de cada dNTP’s, 50
mM de KCI, 3.5 mM de MgCl,, 2.5 U de
enzima Taq polimerasa, 0.3 UM de cada
iniciador (Gibco BRL), 4% de
dimetilsulfoxido, 5 pl de la muestra a analizar
y una gota de aceite mineral estéril, para un
volumen final de 50 pl de muestra (Wong-Lee
y Lovett, 1993).

La amplificacibn estuvo bajo el
siguiente esquema: desnaturalizacion a 94°
C durante un minuto, alineamiento a 50° C
un minuto y polimerizacion a 72° C por 1
minuto (repetir 40 ciclos), finalmente se da
una extension a 72° C durante 5 minutos.

Electroforesis en gel de agarosa

Se prepard un gel al 2% tefiido con
una soluciébn de bromuro de etidio (10
mg/ml), colocandose 8l de cada uno de los
productos amplificados méas 2ul de azul de
bromofenol, el corrimiento electroforético se
realiz6 a 70 volts durante 1.5 horas y los
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Figura 1. Electroforesis en gel de agarosa tefiido con bromuro de etidio de los productos amplificados a partir de los
extractos del ADN de las cepas de referencia y muestras de lavado externo y tracto digestivo de las moscas.

Linea 1: marcador de peso molecular (1 kb). Linea 2: control de reactivos. Linea 3: producto especifico de 301 pb
amplificado a partir de la cepa control Mycoplasma fermentans PG-18. Lineas: 4 y 5 ausencia del producto especifico
en el lavado externo de las moscas. Lineas: 6 y 9 muestras del lavado interno de las moscas mostrando ausencia del
producto especifico. Lineas: 7, 8, 10, 11, 12 y 13 muestran la presencia del producto especifico amplificado a partir de
Mycoplasma fermentans P-140, Mycoplasma penetrans GTU-54 y Mycoplasma pirum, respectivamente por duplicado.
Linea 14: presenta el producto especifico amplificado de Mycoplasma pneumoniae.

resultados se observaron con una lampara
de luz ultravioleta.

RESULTADOS

Las 700 muestras estudiadas
resultaron negativas para el aislamiento a
partir de la superficie externa e interna de las
moscas, tanto en caldo SP-4 y agar Eaton,
ademas la deteccion del fragmento de 301
pb para el género micoplasma por medio de
la técnica de PCR fue negativa (Figura 1).

Las cepas de referencia presentaron
actividad metabdlica y multiplicacién en caldo
SP-4 a las 24 horas de incubacién, y al ser
transferidas al agar Eaton mostraron
crecimiento  colonial caracteristico. La
extraccibn de ADN de las cepas de
referencia y su amplificacion resulté positiva
para la obtencion del producto de 301 pb
(Figura 1).

DISCUSION

El papel de la mosca doméstica en la
transmision de microorganismos en areas
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rurales, urbanas y en ambientes hospitalarios
ha permitido la implementacion de medidas
sanitarias para disminuir los riesgos que
representan (Cohen et al,, 1991; Fotedar et
al., 1992; Khalil et al., 1994).

Debido a que diferentes especies de
micoplasmas se involucran con diversas
enfermedades en animales y humanos, y que
pueden llegar a provocar alteraciones mas
severas (Tully, 1993; Yanez et al., 1999), se
considera de importancia el conocer los
mecanismos que estan involucrados en la
dispersién de estos microorganismos.

Anticipando que los micoplasmas
presentan dificultad para aislarse de diversas
muestras (humanas, animales, insectos y
plantas), se han desarrollado medios de
cultivo enriquecidos; sin embargo muchas de
las ocasiones los resultados son negativos
para el aislamiento del microorganismo
viable. Por tanto, se buscé detectar por
medio de PCR el material genético del
género micoplasma, con la finalidad de
establecer si el microorganismo estuvo en
algin momento presente en la mosca.

El aislamiento negativo de
micoplasmas en la mosca doméstica, esta
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condicionado a la disposicion de nutrientes y
a las condiciones fisicas y quimicas del
entorno donde éstos se puedan desarrollar
(Black y Krafsur, 1987; Ribeiro et al., 1995).
Sin embargo, se ha determinado que algunas
especies de Spiroplasmas, consideradas
exclusivas de insectos y plantas, pueden
llegar a causar dafio severo en mamiferos
(Tully et al., 1977). Ya que se observo que la
cepa SMCA de Spiroplasma puede causar
dafilos como alteraciones en el sistema
nervioso central, caracterizado por espasmos
musculares, disturbio en el control motor,
pérdida de apetito, disminucion de peso,

hemorragias en cerebro, higado y bazo
conduciendo a la muerte en hamsters recién
nacidos (Kirchhoff et al., 1981). Se observo
también que alteraciones similares son
inducidas por M. fermentans y M.
pneumoniae en chimpancés y hamsters,
respectivamente (Barile et al., 1988; Lo et al.,
1993b).

Considerando el papel tan importante
gque representan los micoplasmas en
diferentes enfermedades, tanto en el humano
como en animales, se plantea continuar
estudiando los posibles mecanismos de
dispersion de estos microorganismos.
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