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Resumen:  

La  contaminación  de  los  cultivos  celulares  por  micoplasmas  dificulta  la investigación básica,  el 

desarrollo y  la  producción de productos biológicos. El conocimiento de las especies más frecuentes de 

micoplasmas contaminantes, la resistencia antibiótica que puede manifestarse en los aislados obtenidos 

se  presentan  como  interrogantes  en  el  trabajo rutinario de MYCOLAB (Laboratorio para  el  Diag-

nóstico  de  Micoplasmas).  El  presente estudio  tuvo como objetivo  caracterizar la contaminación por 

micoplasmas en cultivos celulares. Para esto se evaluaron a través de ensayos PCR especie-específicos 

muestras de cultivos celulares previamente caracterizadas.  Para el estudio de  la resistencia  a  los  ais-

lados obtenidos;  se  les  realizó  la  prueba  de  la mínima  concentración  inhibitoria  (CMI,  por  sus  

siglas  en  inglés)  con  diversos antibióticos reportados para la eliminación de los micoplasmas. El re-

sultado de la identificación de las especies, arrojó que  Mycoplama orale resultó ser la especie de mayor 

representatividad con un 37,9 %, seguido de Mycoplasma   fermentans (31%), Acholeplasma laidlawii 

(27,5%), Mycoplasma arginini (25,8%), Mycoplasma hyorhinis (20.6%) y  Mycoplasma salivarium 

(6,8%). El estudio de resistencia antimicrobiana mostró que los aminoglucósidos, exhibieron las  CMIs 

más elevadas, lo cual evidencia la presencia de cepas resistentes a estos fármacos. Se concluye que  

Mycoplasma   orale   y   Mycoplasma   fermentans   fueron   las   especies   más frecuentes de mico-

plasmas contaminantes en cultivos celulares y que los aislados cubanos, presentan una marcada resis-

tencia antimicrobiana a los aminoglucósidos. A partir de estos resultados el Laboratorio de MYCOLAB 

mejora  su  sistema  de  calidad  y  el  servicio  que  se  le  brinda  a  la  industria biofarmacéutica del 

país. 
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I. INTRODUCCIÓN  

El cultivo celular juega un papel importante en la biotecnología  moderna y en el desarrollo  de  nu-

merosos  proyectos  de  investigación.  La contaminación de estos cultivos por hongos y bacterias es 

frecuente y tratable; sin embargo,  se  produce  una  contaminación  grave  y  no  fácilmente  detectable  

por micoplasmas (1). 

 

Estos microorganismos se aislaron por primera vez de un cultivo celular, en 1956 por Robinson y 

Wichelhausen (2). Desde entonces y hasta la fecha, alrededor de 20 especies se describen como conta-

minantes en los cultivos celulares,   donde   Mycoplasma   arginini,   Mycoplasma   salivarium,  Myco-

plasma fermentans, Mycoplasma hyorhinis, Mycoplasma orale y Acholeplasma laidlawii se identifican  

como  causantes  del  95  %  de  las  contaminaciones.  La  incidencia  de  contaminación  a  nivel  

mundial  de  los  cultivos celulares para una especie se encuentra entre 15 y 80 %; mientras que la coin-

fección puede encontrarse hasta en 60 % (3) 

    

Se  conoce  que  las  especies  Mycoplasma  orale,  Mycoplasma  fermentans  y  Mycoplasma  hominis  

se  hallan  comúnmente  en  el  tracto  orofaríngeo  de  los humanos,  lo  cual  supone  que  el  personal  

de  laboratorio  constituye  una  de  las fuentes de contaminación de los cultivos celulares con mico-

plasmas. Por otra parte, Mycoplasma arginini y Acholeplasma laidlawi son frecuentemente identifica-

das en el suero bovino y  Mycoplasma hyorhinis  es un patógeno frecuente de cerdos, de ahí que, tanto 

el suero bovino como el porcino que se utilizan para la elaboración de los medios de cultivo, pueden ser 

también una fuente posible de contaminación (4).   

  

Otras  fuentes  de  contaminación  se  relacionan  con  los  animales  de  laboratorio (Ferreira y cols., 

2008), con embriones de pollos (5), y con los tejidos que se utilizan para la elaboración de cultivos pri-

marios; de igual manera, las  líneas  celulares  ya  contaminadas  pueden  propagar  la  contaminación  

de micoplasmas (3).   

  

Numerosos  métodos  se  emplean  para  lograr  el  aislamiento,  la  detección  y  la identificación  de  

los  micoplasmas  dentro  de  los  que  se  encuentran:  el  cultivo microbiológico, pruebas bioquímicas 

y enzimáticas, tinción fluorescente del ácido desoxirribonucleico (ADN), las técnicas moleculares como 

la Hibridación de ácidos nucleicos (HAN) (6) y la Reacción en Cadena de la Polimerasa  

(PCR, de sus siglas en inglés). Este último se considera como un método robusto, eficaz y fiable en la 

detección de micoplasmas (7).   

  

Aunque la PCR es una poderosa herramienta para la amplificación de secuencias genéticas,  sin  embar-

go  no  siempre  la  utilización  de  un  protocolo  de  PCR establecido y optimizado, arroja el mismo 

resultado en otro laboratorio. Por lo que un  paso  muy  importante  en  el  desarrollo  de  la  técnica  es  

la  optimización  de  la PCR,  porque  reduce  la  amplificación  de  productos  no  específicos.  (8).  

  

Una  práctica  común  en  los  laboratorios  es  el  uso  de  antibióticos  en  los  cultivos celulares  para  

evitar  la  contaminación  microbiana.  Las  consecuencias  del  uso excesivo de antibióticos es que, por 

una parte se enmascara una técnica aséptica deficiente  y  por  otra  puede  llevar  a  que  aparezca,  en  

los  microorganismos,  el fenómeno llamado Resistencia antibiótica (9).    
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 Debido   a   la   ausencia   de   pared   celular,   los   micoplasmas   son   resistentes intrínsecos  a  nu-

merosos  antibióticos  que  actúan  sobre  esta  diana,  como  es  el caso  de  la  penicilina,  cefalosporina  

y  rifaminicina  (10). Estudios realizados por Ryan y Mariano (2011) demuestran los altos porcentajes 

de resistencias a antibióticos en aislados de micoplasmas procedentes de cultivos celulares. Según Tay-

lor-Robinson y Bébéar (1997), el patrón de sensibilidad a los antibióticos  se  debe,  en  gran  medida,  a  

la  fuente  de  donde  provienen  estos microorganismos. 

 

En  Cuba,  la  detección  de  micoplasmas  contaminantes  en  cultivos  celulares, sueros  y  productos  

biofarmacéuticos  se  lleva  a  cabo  en  el  Laboratorio  de Referencia  de   la  Organización   Mundial  

de   Sanidad   Animal  (OIE)   para   el Diagnóstico  de  Micoplasmas  (MYCOLAB),  del  Centro  Na-

cional  de  Sanidad Agropecuaria   (CENSA).   Este   laboratorio,   desde   1992   brinda   servicios   de 

diagnóstico  de  micoplasmas  como  parte  de  los  sistemas  de  calidad  para  la fabricación   y   libera-

ción   de   productos   biotecnológicos. MYCOLAB basa  su algoritmo  diagnóstico,  principalmente,  en  

métodos  de  cultivo  microbiológico  y PCR, que indican la presencia o ausencia de micoplasmas en la 

muestra. Estas pruebas  se  llevan  a  cabo  según  lo  dispuesto  por  diversas  agencias  reguladoras 

(11).  

  

En estudios previos realizados por Hernández  y cols., (2006), en MYCOLAB,  se identificaron  cuatro  

especies  de  micoplasmas  como  contaminantes  de  cultivos celulares  mediante  la  utilización  de  

pruebas  bioquímicas,  donde  Mycoplasma arginini  fue  el  de  mayor  incidencia.  Sin  embargo,  se  

debe  tener  en  cuenta  que, para  definir  la  especie  de  micoplasmas  por  este  método,  el  trabajo  se  

hace laborioso,  requiere  de  más  tiempo  y  puede  traer  errores  en  la  interpretación  del resultado. 

Por lo antes expuesto, se hace necesario implementar un método que reduzca  el  tiempo  del  resultado,  

sea  específico  e  incluya  la  identificación  de especies de micoplasmas contaminantes. Este último 

aspecto da la posibilidad al cliente de identificar la probable fuente de contaminación.   

  

De igual manera no existen estudios previos, realizados en MYCOLAB, sobre la resistencia  antibiótica  

en  aislados  de  micoplasmas  contaminantes.  Disponer  de este conocimiento reviste especial impor-

tancia para trazar estrategias en el control de  las  contaminaciones  por  micoplasmas  en  cultivos  celu-

lares  y  productos biológicos, Por todo lo antes expuesto el objetivo de este trabajo es caracterizar la 

contaminación por micoplasmas en cultivos celulares teniendo en cuenta las especies más frecuentes de 

micoplasmas contaminantes que se encuentran circulando en la industria biotecnológica cubana, sus 

características en cuanto a la resistencia antimicrobiana. 

II. MÉTODO 

A. Cepas de micoplasmas utilizadas  

En el estudio se empleó cepas de referencia de la “Colección de Cultivos Tipo Americana” (ATCC, 

siglas en inglés) de Mycoplasma orale (ATCC 15544), Mycoplasma fermentans (ATCC 19989),               

Mycoplasma salivarium (ATCC 23064), de la Colección de Cultivos Tipo Inglaterra (NCTC, siglas en 

inglés) Mycoplasma arginini (NCTC 10129)1, Mycoplasma hyorhinis (NCTC 10130) y de la Farmaco-
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pea Europea (Ph Eur, siglas en inglés) Acholeplasma laidlawii, pertenecientes todas a la colección de 

cepas de MYCOLAB–CENSA. 

B. Muestras. 

Se estudiaron un total de 144 cultivos celulares, procedentes de seis laboratorios pertenecientes a la pro-

vincia La Habana, Cuba, las cuales llegan a MYCOLAB, CENSA, para el diagnóstico de estas entidades 

como parte de los sistemas de calidad establecidos durante la fabricación y liberación de productos biotecno-

lógicos y del sistema de gestión de la calidad de la industria farmacéutica cubana. 

C. Cultivo. 

Cada muestra fue inoculada en medio Hayflick líquido y sólido. Los cultivos fueron incubados por 15 

días a 37 ºC bajo condiciones de microareofilia (12). El microorganismo fue presuntivamente identifi-

cado mediante el examen visual; basado en los cambios de color y pH en los tubos y el crecimiento de 

colonias típicas de micoplasmas en las placas. 

D. Cebadores empleados.  

M. orale S: TGA TCA TTA GTC GGT GGA AAA CTA; AS: TAT CTC TAG AGT CCT CGA CAT GAC TC; 325bp 

M. hyorhinis S: GTA GTC AAG CAA GAG GAT GT; AS: GCT GGA GTT ATT ATA CCA GGA, 346bp 

M. fermentans S: TGA TCA TTA GCT GAT GGG GAA CT; AS: TCT CTT AGA GTC CTC AAC TAA ATG, 324bp 

A. laidlawii S: GAT GAG AAC TAA GTG TTG GCC ATA A; AS: CGC TAG AGT CCC CAA CTT AAT GA; 300bp 

M. salivarium S: ATGGATTGTAAAGTGCTGTTGCTAG; AS: GCGTCAACAGTTCTCTGCCG, 434bp  

E. Reacción en Cadena de la Polimerasa 

La técnica usada fue descrita por por Kazemiha y cols., 2009 (13). El ADN fue extraído apartir de 1 

ml  de los cultivos celulares y los cultivos de las cepas de referencia utilizando el método de choque 

térmico. (14)  

La reacción se llevó a cabo en un volumen de 25 μL, que contiene Solución tapón II al 1X (Promega), 

200 μM de cada dNTPs (Promega); 15 pmoles de cada cebador, 1.5 mM de MgCl2, 1 U de Taq 

polimerasa (Amplicen, CENSA) y 3 μL de muestra de ADN de cepa de referencia. Se empleó agua libre 

de nucleasas como control negativo de la reacción.  

La reacción de PCR se desarrolló en un Termociclador eppendorf Mastercycler Gradient, 1 ciclo de 

desnaturalización inicial a 94ºC por 3 minutos, 32 ciclos de desnaturalización a 94ºC por 60 segundos, 

hibridación a 60ºC por 30 segundos y extensión a 72ºC por 60 segundos, seguidos de un ciclo de exten-

sión final de 72ºC por 5 minutos. La corrida y la visualización se realizaron en gel de agarosa (Sigma) al 

1 % con buffer TBE 0.5X teñido con bromuro de etidio con 0.5 μg/mL. 

Los controles positivos (ADN de cada cepa de referencia) y el control negativo (agua ultrapura) los 

cuales fueron adicionados en todas las amplificaciones. 
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F. Evaluación de la susceptibilidad antimicrobiana 

 Para la evaluación de este parámetro se utilizaron los antibióticos: ciprofloxacina, kanamicina, tilosi-

na, oxitetraciclina, enrofloxacina, gentamicina estreptomicina, minociclina y neomicina. La resistencia 

antimicrobiana a 11 cepas de micoplasmas aisladas se determinó por el método de Concentración Mínima 

Inhibitoria (CMI) y se usó el medio Hayflick líquido. La CMI se definió como la menor concentración de 

antibiótico que inhibió el crecimiento del microorganismo y en la cual no ocurrió cambio de coloración de 

rojo a amarillo o rojo a fresa intenso, según Hannan 2000 (15). 

 
  

III. RESULTADOS 

    Las 144 muestras de este estudio se testaron previamente por Agar sangre, cultivo microbiológico 

para micoplasmas y PCR-CI para Mollicutes. El comportamiento de las muestras tanto para el cultivo 

de micoplasmas como para el PCR-CI arrojó que en 86 muestras no se detectó la presencia de mico-

plasmas, tanto por cultivo microbiológico como por PCR-CI; en 11 se evidenció la presencia de mico-

plasmas por ambos ensayos y en 47 solamente se detectó por PCR-CI. Los resultados de la siembra en 

Agar sangre no se muestran, ya que no forman parte de este estudio. 

    El 40,3 % de las muestras resultó positivas a micoplasmas, lo cual coincide con lo reportado por So-

barzo y cols., (2006) quienes detectaron la presencia de micoplasmas en el 46,2% de sus líneas cultivos 

celulares (16). Este resultado puede vincularse con que la presencia de micoplasmas como contaminan-

tes de cultivos celulares es un problema frecuente en los laboratorios que efectúan tales cultivos, esti-

mándose que entre el 15-80% de los mismos están contaminados con estos microorganismos (17).  

   La contaminación de los productos biológicos con micoplasmas normalmente invalida los resultados 

de la investigación biomédica. Puede ser que los cultivos celulares no mueran, pero su actividad y fun-

ciones permanecen de manera alterada por lo que resultan inadecuados para la experimentación (18).  

   A las 58 muestras de cultivos celulares (40,3 %) donde se detectó la presencia de Mollicutes se les 

realizó los diferentes PCR para identificar las especies contaminantes. La Tabla 5, muestra la relación 

de las matrices y la identificación de las especies de micoplasmas.  

   Los PCR que se utilizaron permitieron identificar especies de micoplasmas en 56/58 (96.5 %) de las 

muestras que resultaron positivas a Mollicutes. En caso de dos cultivos no fue posible identificar la es-

pecie de micoplasmas que se encuentra presente como contaminante. Este resultado coincide con lo que 

reporta Nikfarjam y Farzaneh (2012), quienes señalan, en el 1.2 % de las muestras investigadas, la pre-

sencia de Mollicutes como contaminantes sin que pudieran identificar la especie (4) 

   Una posible explicación a este resultado es la presencia, en estos cultivos celulares, de alguno de los 

siguientes Mollicutes: Mycoplasma homini; Mycoplasma pirum; Mycoplasma bovis o Acholeplasma 

vituli, agentes que provienen de diferentes fuentes de infección y que también se reconocen como po-

tenciales contaminantes de los cultivos celulares (19). Para estas especies se cuenta, en la actualidad, 

con ensayos de PCR que permitan su identificación; por lo tanto, es un punto de partida para futuros 

trabajos de investigación dentro del sistema de mejora continua de MYCOLAB. 

   Los cultivos celulares contaminados por micoplasmas representan un hábitat artificial para estos mi-

croorganismos. Estudios en varios países demuestran que entre 10% a 80% de los cultivos celulares 
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pueden quedar infectados por estos agentes (13). La presencia de una especie o la coinfección con otros 

agentes también se reporta como un proceso donde los porcentajes dependen de varios factores (17)  

   Como resultado general, en el 58.6 % (34/58) de los cultivos celulares se detectó la infección de una 

sola especie, el 24.1 % (14/58) presentó coinfección con dos especies; en el 12 % (7/58) se detectó la 

infección de tres especies de micoplasmas y solamente en el 1.7 % (1/58) se evidenció infección 

múltiple al estar presente cuatro especies coinfectando el cultivo.  
   Luego del proceso de aislamiento se contó con 11 aislados cubanos. El resultado de la identificación de los 

aislados, con la utilización de los PCR mostró que las especies identificadas se corresponden con 

Mycoplasma orale; Mycoplasma hyorhinis; Mycoplasma arginini; Mycoplasma fermentans y Acholeplasma 

laidlawii. 

    Mycoplama orale resultó la especie de mayor representatividad dentro de los aislados. Este resultado 

está en correspondencia con los porcentajes que refiere Lobo y cols., (2016) (6). La variación en el por-

centaje de cada especie puede deberse a varios factores, entre los que se encuentra el tamaño de la 

muestra, los métodos que se emplean en el diagnóstico, así como los materiales que se utilizan y normas 

de calidad que se cumplen durante la producción de los biológicos . 

    En el estudio de la susceptibilidad in vitro de los 11 aislados de micoplasmas procedentes de cultivos 

celulares frente a nueve agentes antimicrobianos. 

   Tres agentes de los antimicrobianos mostraron buena actividad frente a los aislados de micoplasmas, 

tal es el caso de la minociclina (rango de CMI: 0.25-0.5 µg/mL); tilosina (rango de CMI: 0.25 a 1 

µg/mL) y oxitetraciclina (rango de CMI: 1 a 2 µg/mL). Estos resultados coinciden con lo reportado por 

el Comité de expertos sobre medicamentos para usos veterinarios, quienes recomienda el uso de 

macrólidos (tilosina); tetraciclinas (oxitetraciclinas y minociclina) y quinolonas como antimicrobianos 

para la eliminación de contaminaciones por micoplasmas. 

   Por su parte, las quinolonas son de origen sintético y constituyen uno de los grupos de 

antimicrobianos que más se utilizan por su eficacia frente a los micoplasmas (20). Su mecanismo de 

acción interfiere con la replicación del ADN por actuar sobre las topoisomerasas bacterianas, lo cual 

lleva a la muerte celular (21). En micoplasmas, solamente se describen las mutaciones en las 

topoisomerasas y los sistemas de eflujo como los responsables de la disminución de la susceptibilidad a 

estos fármacos (22). 

   En este caso, tanto la enrofloxacina como la ciprofloxacina (pertenecientes al grupo de las quinolonas) 

mostraron valores hasta 8 µg/mL. Estas CMIs están ligeramente por encima del rango 0.125 a 4 µg/mL 

que refieren Prasad y LimFong, (2002) (23). 

   La disminución de la susceptibilidad a las quinolonas puede estar daba por el gran uso que tienen 

estos fármacos en los últimos años; esto implica una gran presión selectiva sobre las poblaciones 

bacterianas lo cual origina cepas resistentes. Otro aspecto a tener en cuenta en este resultado, como 

explicación a los mecanismos de resistencia a las quinolonas, se corresponde con los sistemas de 

expulsión activa (22), los cuales son responsables de bajos niveles de resistencia y pueden actuar como 

un primer paso en el comportamiento de cepas altamente resistentes. 

   En otro sentido, las tetraciclinas son antibióticos de amplio espectro y se utilizan para ampliar la 

acción y dar sinergia a micoplasmicidas de mayor especificidad; debido al gran uso de estos 

antimicrobianos se describe, a nivel internacional, una alta resistencia surgida como consecuencia de la 

adquisición de genes tet (tetraciclina) y/o genes otr (oxitetraciclina) por parte de las bacterias, tanto 

comensales como patógenas (24). 
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   En este caso, los valores de la CMI para la oxitetraciclina (1-2 μg/mL) y la minociclina (0.25-0.5 

μg/mL) demuestran que poseen un buen efecto in vitro sobre las cepas en estudio. Estos resultados están 

en relación con los que obtuvo Ogawa y cols., (2013), quienes señalan valores de CIM entre 0.016–2 

μg/mL (24) 

   En el presente estudio los agentes antimicrobianos, pertenecientes al grupo de los aminoglucósidos, 

exhibieron las siguientes CMIs: neomicina (rango de 8 a 16 µg/mL), kanamicina (rango de 4 a 32 

µg/mL), gentamicina (rango de 8 a 32 µg/mL), estreptomicina (>64 µg/mL). Como se puede apreciar, 

los resultados de la CMI son elevados, lo cual evidencia la presencia de cepas resistentes a estos 

fármacos. Estos resultados coinciden con lo que describió Perlman y cols., 1967 quienes obtuvieron 36 

cepas de micoplasmas con resistencia múltiple a los aminoglucósidos empleados en su estudio. Este 

resultado en los cultivos celulares puede ser debido a la exposición a estreptomicina y otros 

aminoglucósidos durante los intentos de eliminar las infecciones bacterianas de los cultivos de células 

(25). 

IV. CONCLUSIONES  

 Mycoplasma orale y Mycoplasma fermentans se identificaron como las especies más frecuentes 

de micoplasmas contaminantes en cultivos celulares. 

 Los aislados cubanos, de micoplasmas contaminantes en cultivos celulares, presentan una mar-

cada resistencia antimicrobiana a los aminoglucósidos. 
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