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There are only two ways to live your life. One 

is as though nothing is a miracle. The other is 

as though everything is a miracle. 

 

Albert Einstein 
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Resumen 

Los cultivos celulares en la industria farmacéutica y cosmética requieren un estricto control de 

parámetros, incluyendo la contaminación por Mycoplasma sp., debido a sus efectos negativos en 

aspectos económicos y biológicos. En este estudio, se evaluó el tratamiento para eliminar 

Mycoplasma sp. en células L929 contaminadas. Se utilizaron tres métodos de detección (PCR, 

luminiscencia bioquímica y tinción con DAPI) para identificar eficazmente la presencia de 

Mycoplasma sp. y se determinó la concentración necesaria del tratamiento. Además, se comparó 

la velocidad de crecimiento de las células evaluadas y se realizó un ensayo de viabilidad con 

diferentes concentraciones de SDS para analizar su respuesta posterior al tratamiento. 

Durante el estudio, se detectó la contaminación de las células L929 con Mycoplasma sp., y se 

confirmó la efectividad de los tratamientos con Plasmocin® y MRA para eliminar el patógeno. 

A pesar de ello, la presencia de Mycoplasma sp. causó cambios mínimos en la velocidad de 

crecimiento de las células evaluadas, especialmente entre las 120 y 144 horas de estudio. En este 

período, se observó una disminución en la velocidad de crecimiento en las células tratadas con 

MRA, mientras que las tratadas con Plasmocin® lograron recuperar su velocidad de 

crecimiento. Además, en el ensayo de viabilidad celular, el tratamiento demostró proporcionar 

una protección adicional contra el efecto citotóxico, especialmente en concentraciones mínimas 

de SDS. No obstante, se observaron ligeras modificaciones en la morfología celular, lo que 

indican cambios irreversibles debido a la contaminación con Mycoplasma sp. a pesar de la eficacia 

del tratamiento. 

 

Palabras clave: Células L929, Mycoplasma sp., métodos de detección, viabilidad celular, 

velocidad de crecimiento, tratamiento.  
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Abstract 

Cell cultures in the pharmaceutical and cosmetic industry require strict control of parameters, 

including contamination by Mycoplasma sp., due to its negative effects on economic and 

biological aspects. In this study, the treatment to eradicate Mycoplasma sp. in contaminated L929 

cells was evaluated. Three detection methods (PCR, biochemical luminescence, and DAPI 

staining) were used to efficiently screen for the presence of Mycoplasma sp., and the necessary 

concentration of the treatment was determined. In addition, the growth rate of the evaluated 

cells was compared, and a viability assay was performed with different concentrations of SDS 

to analyze their response after treatment. 

 

During the study, contamination of L929 cells with Mycoplasma sp. was detected, and the 

effectiveness of the treatments with Plasmocin® and MRA to eradicate the pathogen was 

confirmed. However, despite the effectiveness of the treatments, the presence of Mycoplasma sp. 

caused minimal changes in the growth rate of the evaluated cells, particularly between 120 and 

144 hours of study. In this period, a decrease in the growth rate was observed in the cells treated 

with MRA, while those treated with Plasmocin® managed to recover their growth rate. 

Furthermore, in the cell viability assay, the treatment appeared to provide additional protection 

against the cytotoxic effect, especially at the lower concentrations of SDS that were evaluated. 

However, slight changes in cell morphology were observed, indicating irreversible alterations 

due to contamination with Mycoplasma sp. despite the efficacy of the treatment. 

 

Keywords: L929 cells, Mycoplasma sp., detection methods, cell viability, growth rate, treatment.
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1. Contexto 

La creciente búsqueda de innovación para el tratamiento de enfermedades como el cáncer, ha 

conllevado al aumento exponencial de la producción de biofármacos. Paralelamente, el uso de 

diferentes alternativas para su producción en el futuro ha aumentado el empleo de los cultivos 

de líneas celulares como plataforma de estudio en diferentes áreas del conocimiento (1). La 

aplicación de cultivos celulares se introdujo con la producción de vacunas, el estudio de tejidos, 

la regeneración celular y la función de los genes en la expresión de una enfermedad durante el 

siglo XX (2).  

En el estudio y aplicación de cultivos celulares se han encontrado diversos puntos de control 

que pueden mantener la viabilidad de la línea celular y una óptima producción del producto 

deseado. Entre los parámetros a controlar están contemplados la aplicación de productos 

químicos, la contaminación por microorganismos, el microambiente del cultivo celular, entre 

otros(1). La contaminación celular se debe a la presencia de bacterias, hongos, virus o parásitos, 

principalmente por las bacterias pertenecientes al género Mycoplasma sp., que tienen la capacidad 

afectar la viabilidad celular y alterar características genómicas y biológicas que pueden conllevar 

a la pérdida de la línea celular (3). Por lo que, la presencia de este género bacteriano puede 

implicar perdidas en la industria farmacéutica y afectaciones en los centros de investigación (4).  

En Colombia, la búsqueda de esta bacteria prevalece en el estudio de infecciones en animales y 

personas, principalmente debido a la relevancia en el impacto de los sectores productivos 

avícolas, pecuarios y cuidado sanitario de la población mediante una detección serológica, 

técnicas de ELISA y hemaglutinación(5). Sin embargo, su impacto en el uso de líneas celulares 

y continua de la búsqueda de la contaminación tiene una alta importancia en el plano académico 

e investigativo, aunque no se descarta que en el futuro la industria tenga mayor auge con el 

impulso nuevamente en la producción masiva de vacunas, como lo fue en el siglo XX (6).  
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Debido al impacto que puede tener la presencia de esta bacteria a nivel industrial “la 

Administración de alimentos y medicamentos de los Estados Unidos” FDA y “Farmacopea de 

los Estados Unidos” USP, recomiendan realizar protocolos y procesos de seguimiento, con el 

fin de detectar líneas celulares contaminadas y controlar la posibilidad de contaminación (7). La 

técnica recomendada por los protocolos de control se fundamenta en el cultivo de las células 

en placas con medio de cultivo que permite determinar la presencia de contaminación en 28 

días. Siendo el tiempo de ejecución su principal desventaja, se han empezado a estudiar técnicas 

alternas que permitan la detección del microorganismo que sean costo-eficientes para su uso en 

el estudio de líneas celulares (4).  

Entre los métodos empleados se encuentran el análisis de ácidos nucleicos, que permiten de 

manera rápida la detección de ADN específico del microorganismo contaminante, este es el 

caso de PCR y PCR cuantitativa y el uso de microarreglos, estos métodos permiten la detección 

de Mycoplasma sp. e identificación de la especie contaminante. Sin embargo, su principal 

desventaja son los equipos necesarios para su empleo y la especificidad que requieren los 

cebadores (primers) para la detección e identificación del microorganismo (8).  

Por otra parte, el desarrollo e implementación de métodos alternativos como la detección de 

enzimas específicas y la aplicación de receptores de lipoproteínas en enzimas recombinantes 

son otras variantes contempladas en la detección del patógeno. Estas se fundamentan en la 

detección de actividad enzimática mediante la generación de bioluminiscencia y, detección de 

receptores específicos mediante colorimetría. Siendo métodos de bajo costo, alta sensibilidad y 

prácticos pero que carecen de capacidad de detección y cuantificación del patógeno presente 

(9).  

En consecuencia, la presencia de Mycoplasma sp. puede tener efectos en la velocidad de 

crecimiento de una línea celular y uno de los procesos más importantes a desarrollar en el 

laboratorio su detección oportuna. No obstante, la diversidad de métodos, el tiempo de 

implementación, el costo y el límite de detección representan criterios de selección importantes 

para la implementación de un método de detección óptimo. Por lo que en este trabajo se evaluó 

el efecto del tratamiento para la eliminación de Mycoplasma sp. en la velocidad de crecimiento de 

la línea celular animal L929 contaminada.  
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2. Introducción  

La investigación en el campo de la biología ha experimentado un aumento significativo, lo que 

ha permitido transformar las posibilidades de estudio de la unidad más básica de la vida: la 

célula. Esto ha llevado a avances e innovaciones tanto en el ámbito terapéutico como científico. 

En particular, se ha empleado esta plataforma en la producción de biofármacos para tratar una 

amplia gama de enfermedades (10). En 1982, la FDA aprobó el uso terapéutico de 

biofarmacéuticos en respuesta a la necesidad de desarrollar enfoques innovadores para tratar 

enfermedades. Estos biofarmacéuticos son sustancias terapéuticas derivadas de 

microorganismos y células animales, obtenidas a través de métodos biotecnológicos, y 

representan una vía importante para curar y prevenir enfermedades en el nuevo siglo (11). Entre 

los tipos de biofarmacéuticos más destacados se encuentran las vacunas, los componentes 

sanguíneos, los tejidos, los productos celulares y genéticos, así como las proteínas 

recombinantes (3). 

La producción de biofármacos y células como plataformas de investigación tiene diversos 

controles establecidos por los entes reguladores y requiere de años de proceso para obtener un 

producto final (12). Entre los controles se monitorean diferentes características en el cultivo 

celular que contemplan la diferenciación celular, cantidad, estabilidad de viabilidad, pureza e 

inocuidad (13). Uno de los pasos cruciales en la producción y mantenimiento de la línea celular 

es su pureza durante todo el proceso (13,14).  

La contaminación con microorganismos u otras líneas celulares pueden ser factores críticos en 

la producción y seguridad del producto final. Por lo tanto, la aplicación de diferentes estrategias 

en el laboratorio y el proceso producción es clave para alcanzar un producto óptimo (15). Por 

otra parte, la selección de métodos de detección para Mycoplasma sp. en cultivo celular es uno 
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de los principales puntos para abordar las preocupaciones de esterilidad y pureza en la 

producción y actuar en caso de presencia de este microorganismo. Entre estas técnicas se han 

utilizado diferentes alcances como el cultivo tradicional, tinción directa e indirecta, técnicas de 

biología molecular y técnicas bioluminiscentes, siendo su principal diferencia la sensibilidad y el 

tiempo de detección del patógeno (8). 

En este capítulo se presentan los principales conceptos de líneas celulares, posteriormente, se 

expone las características de Mycoplasma sp y cómo su presencia representa un problema de gran 

importancia en la producción y uso de líneas celulares en los ámbitos de investigación e 

industria, finalmente se identifican las diferentes técnicas de detección desarrolladas para 

detectar este microorganismo y algunas estrategias de tratamiento para eliminar Mycoplasma sp. 

de las líneas celulares como alternativa al proceso de descarte. 

2.1 Líneas celulares  

Desde 1950, el cultivo de líneas celulares se ha convertido en una práctica rutinaria para explorar 

alternativas en el tratamiento de enfermedades (16). Estas líneas celulares se clasifican en células 

primarias, células de autorrenovación y células transformadas, y su uso en bancos de células 

depende de los rasgos necesarios de la muestra de línea celular para el proceso de producción o 

investigación (16). Las líneas celulares primarias son finitas, lo que significa que su cultivo se 

limita a un número determinado de divisiones celulares. Además, se aplican medidas de control 

de seguridad debido a su origen, ya que se obtienen en su mayoría directamente de biopsias 

(17).  

Por otro lado, las células transformadas son el resultado de la manipulación genética y se pueden 

obtener mediante optimizaciones de cultivo. Sin embargo, presentan una desventaja única: su 

genética puede alterarse en cada proceso de subcultivo, lo que conduce a modificaciones 

genéticas y fenotípicas en la línea celular (18,19). En la industria biofarmacéutica, se utilizan 

líneas celulares autorrenovables, las cuales tienen la capacidad de proliferar indefinidamente en 

medios de cultivo específicos sin alterar sus características intrínsecas. Algunas de las líneas 

celulares de mamíferos más comúnmente utilizadas incluyen el ovario de hámster chino (CHO) 

y la línea de mieloma de ratón NS0 (20,21). 
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Sin embargo, al principio, las líneas celulares no fueron el motor principal de la producción 

biofarmacéutica. Fue en 1975, cuando la cepa de E. coli K12 se estableció como el único huésped 

eficaz para la producción de la primera proteína recombinante. No obstante, presentaba una 

desventaja importante: no cumplía con las expectativas en cuanto a la producción de proteínas 

de mamífero con las modificaciones postraduccionales necesarias. Esto generó la necesidad de 

continuar investigando en técnicas de ADN recombinante (rDNA) para utilizar células de 

mamíferos como huéspedes de producción(22). 

Estas técnicas impulsaron la producción de vacunas y anticuerpos monoclonales al utilizar líneas 

celulares como nuevas plataformas estables en lugar de anticuerpos químicamente idénticos. 

Esto brindó una ventaja significativa a las células: su capacidad de replicación infinita en 

comparación con otras plataformas de producción e investigación en diversos campos, como 

el tratamiento de enfermedades y la industria farmacéutica (18, 21). 

Dentro del proceso biotecnológico de producción de productos biofarmacéuticos, como 

anticuerpos monoclonales, productos proteicos y enzimas de diversos huéspedes, las líneas 

celulares han demostrado ser una plataforma sólida para la investigación y la producción. Estas 

células desempeñan un papel fundamental en la industria biofarmacéutica. En la etapa upstream 

del proceso, las líneas celulares son utilizadas en la producción de anticuerpos y en la generación 

de tejidos, lo que constituye la base para obtener productos de origen biológico destinados a 

diversos mercados (19). En la etapa downstream, las células son empleadas en los diferentes 

procesos de aprobación de productos farmacéuticos, mediante estudios de citotoxicidad, 

análisis de funciones genéticas y estudios de terapia génica y celular (1, 3, 20). 

Durante décadas, el monitoreo de parámetros operativos como el pH, el oxígeno disuelto y la 

temperatura ha sido fundamental en la producción de biofarmacéuticos para asegurar una 

producción efectiva por parte de las líneas celulares. Sin embargo, para garantizar la calidad de 

los productos, muchas empresas han comenzado a implementar el monitoreo de las 

características de las células utilizadas en la producción. Esto implica evaluar la viabilidad, 

esterilidad y autenticidad de las células a lo largo de todo el proceso de producción (23). 

El seguimiento de las características intrínsecas del cultivo celular implica realizar un monitoreo 

rutinario desde el banco de células hasta la obtención del producto final. Es fundamental 

implementar y seguir la morfología, la tasa de crecimiento y la calidad de los medios de cultivo 
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utilizados para garantizar una producción segura y homogénea en todo el proceso. Aunque en 

empresas que fabrican una amplia variedad de medicamentos, el monitoreo rutinario no 

representa un mayor problema, ya que este protocolo básico de monitoreo es fundamental 

durante la producción (23). 

Sin embargo, la pérdida de autenticidad celular se convierte en un problema significativo, ya que 

implica el perfilado de la línea celular para garantizar la ausencia de contaminación cruzada entre 

diferentes líneas celulares presentes en un solo cultivo. Las características intrínsecas de las 

células pueden experimentar cambios menores o mayores durante el almacenamiento y la 

producción. Por lo tanto, en la actualidad, se realiza un seguimiento constante de la variación 

clonal mediante técnicas de edición de secuencias y genomas de última generación para asegurar 

la producción homogénea de biofármacos y detectar cualquier variación genética en la línea 

celular utilizada o, en el peor de los casos, la presencia de contaminación con múltiples líneas 

celulares (17,24). 

Finalmente, el aseguramiento de la calidad del producto implica garantizar la ausencia de agentes 

químicos o biológicos que puedan representar riesgos para la salud del consumidor final o la 

pérdida de las células utilizadas en el proceso de producción. Para lograr esto, se implementan 

diversos métodos para la detección oportuna de agentes químicos provenientes de los procesos 

de limpieza y esterilización de los equipos de producción, que incluyen pruebas fisicoquímicas 

y microbiológicos. Además, se presta especial atención a la presencia de agentes biológicos 

como bacterias y mohos, siendo crucial la detección oportuna de Mycoplasma sp. Esto implica 

seguir protocolos de esterilidad y seguridad en conformidad con las buenas prácticas de 

manufactura y las buenas prácticas de laboratorio, a fin de garantizar la seguridad del producto 

en todas las etapas de la línea de producción (25). 

Dado el valor de esta plataforma de estudio, es crucial manejar y manipular las líneas celulares 

con cuidado para obtener resultados relevantes (2). El control de la contaminación por 

Mycoplasma sp. y otros microorganismos es esencial para evitar impactos negativos y la pérdida 

de la línea celular (10,26,27). No obstante, es importante tener en cuenta que el uso continuo 

de una línea celular en la investigación puede dar lugar a variaciones genéticas y fenotípicas 

debido a su manipulación y mantenimiento en el entorno de cultivo (26). 
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Sin embargo, los diferentes controles aplicados para mantener el Mycoplasma sp. al margen 

pueden verse empañados por otras prácticas que deben manejarse con cuidado. Con estas 

prácticas, la internacionalización de los estudios a nivel mundial y la interacción de diferentes 

grupos de investigación pueden conducir a la alta posibilidad de contaminación cruzada de las 

líneas celulares, debido al alto riesgo de contaminación durante el transporte y la manipulación 

de las líneas celulares en estudio (9,28). Estos han llevado a la aplicación de rastrear la presencia 

de Mycoplasma sp. y enfatizar la posibilidad de tratamiento y su efecto en la línea celular después 

de un procedimiento de detección y erradicación (28). 

2.2 Mycoplasma sp. y sus características 

Mycoplasma sp. es un género bacteriano perteneciente a la clase Mollicutes y familia 

Mycoplasmataceae relacionado con bacterias Gram-positivas filamentosas (29,30). Mycoplasma sp. 

fue reportada por primera vez en 1898 como la causa de una enfermedad poco común, la 

pleuroneumonía bovina, aunque inicialmente se describió erróneamente como un virus debido 

a sus características morfológicas (31). En 1956, en el laboratorio de la Universidad John 

Hopkins, se le otorgó el nombre de Mycoplasma, en base a sus características morfológicas, 

después de su observación en un cultivo de una línea celular que posiblemente estaba 

contaminado con un microorganismo de morfología similar a la descrita 50 años antes(3).  

A lo largo de los años se han llevado a cabo estudios que han revelado sus diversas características 

genéticas y fenotípicas de Mycoplasma sp., estos estudios han destacado la dificultad de detectarla 

de manera oportuna cuando está presente en cultivos celulares y de distinguirla de otros 

microorganismos(31). Dentro de los estudios del genoma, se ha propuesto la hipótesis de su 

evolución reductiva como explicación de su morfología y características únicas. Estas incluyen 

la ausencia de pared celular y su forma de vida parasitaria entre las células de su entorno. 

Las bacterias se diferencian esencialmente por las características de su pared celular, entre 

Gram-positivas y Gram-negativas, tienen una estructura que les permite sobrevivir en diferentes 

ambientes de convivencia (32). La mayoría de los antígenos presentes en la superficie bacteriana 

son lipoproteínas, las cuales desarrollan un proceso clave en su crecimiento y ciclo de vida y su 

modulación es parte del mecanismo de generación de enfermedades y evasión de la respuesta 

inmune en sus hospedadores (33). Es por ello, que la ausencia de esta importante estructura, 
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indica la evolución reductiva de Mycoplasma sp. y la posible pérdida de partes de los cromosomas 

de sus ancestros. Debido a esto, se considera que este patógeno solo conserva los genes 

esenciales para sobrevivir, ya que esto los llevó a una forma de vida parasitaria que involucra la 

obtención de nutrientes de su hospedero (31). 

La ausencia de una pared celular es parte de las propiedades inequitativas que posee Mycoplasma 

sp., algunas de las cuales pueden destacarse como el choque osmótico y la sensibilidad a los 

detergentes, la resistencia a diferentes antibióticos que son usualmente empleados en el cultivo 

celular como penicilina y estreptomicina y la morfología macroscópica de colonias únicas que 

se asemejan a la descripción de un huevo frito (33,34). Después de la evolución reductiva de 

Mycoplasma sp., los orgánelos presentes son los ribosomas, la membrana celular y el ADN 

empaquetados de forma compacta. La forma dominante que se encuentra en las diferentes 

especies de micoplasma se asemeja a la presencia de un citoesqueleto anterior a su devolución 

de bacterias Gram positivas. Dado que la función principal de este orgánulo es la modulación 

de la forma, la motilidad y la división celular, esta bacteria presenta una estructura similar para 

mantener la replicación binaria distinguible que caracteriza a los procariotas(31). 

Asimismo, su diminuto tamaño (0,1 – 0,3 μm) y forma pleomórfica son aspectos que dificultan 

su visualización en microscopios convencionales y aún más su control y prevención de 

contaminaciones en el cultivo de líneas celulares en muchos laboratorios que emplean esta 

plataforma de investigación (35). Estas características le permiten pasar a través de las 

membranas de filtración, métodos utilizados habitualmente para esterilización de medios de 

cultivos y otros componentes que no puede ser esterilizados a través de calor húmedo o seco 

(en autoclave) para evitar la contaminación microbiana, por lo que son necesarios otros métodos 

de prevención para evitar la contaminación de la línea celular (35). Durante el crecimiento de 

Mycoplasma  sp. , al cohabitar con células, dependiendo de la especie, esta bacteria compite por 

los nutrientes necesarios para su supervivencia, afectando el crecimiento de la célula huésped y 

actuando como parásito al invadir y degradar el ADN (36). 

La presencia de esta bacteria en cultivos celulares es un punto de control en la producción y 

estudio de líneas celulares, ya que afecta el cultivo de células eucariotas, alterando incluso los 

resultados obtenidos en estudios de investigación relacionados. Su presencia induce a la 
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reprogramación del transcriptoma celular, cambios en el metabolismo de la célula huésped, 

efectos en la transducción y, en algunos casos, puede conducir a la apoptosis celular (3).  

Todas las especies de Mycoplasma sp. carecen de su pared celular rígida, sin embargo, algunas 

poseen organelos ubicados en sus polos, que permiten la adhesión y la motilidad en el cultivo 

celular, logrando así la invasión en las células huésped  (35,37). Por lo tanto, el control de la 

contaminación por este microorganismo es de alta importancia y difícil manejo, ya que sus 

procesos de tratamiento y eliminación, si está presente en una línea celular, puede tener efectos 

posteriores sobre la viabilidad de la línea celular (36). 

2.3 Métodos de detección de Mycoplasma sp. cultivo de líneas 

celulares 

La detección de Mycoplasma sp. en cultivos celulares es un requisito de entidades reguladoras 

como la FDA para poder comercializar un producto bioterapéutico en el mercado farmacéutico. 

El método principal para la detección de Mycoplasma sp. en cultivos celulares establecido por los 

entes regulatorios es la promoción del crecimiento del patógeno en medios de cultivo 

específicos. Este método requiere un tiempo de implementación y evaluación de entre 7 y 28 

días, lo que implica la posibilidad de contaminación de otras células no infectadas durante el 

aislamiento del patógeno(4). 

Debido a la necesidad de detectar efectivamente Mycoplasma sp. en cultivos celulares y su 

importancia en diversas industrias biofarmacéuticas, se ha considerado la implementación de 

nuevos métodos como alternativas de detección. Esto implica la comparación de diferentes 

aspectos, como el tiempo de implementación, la sensibilidad y el costo, que se establecen según 

los requisitos de cada industria. Entre los métodos utilizados se encuentran las técnicas que 

emplean la tinción directa e indirecta de ADN, las técnicas de biología molecular (NAT), la 

técnica bioquímica con bioluminiscencia y el uso de células recombinantes (8,30). Estas técnicas 

se comparan y se establecen como requisito fundamental para el manejo y procesamiento de 

líneas celulares en la industria y en los laboratorios de investigación. 
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2.3.1 Técnicas tradicionales con medio de cultivo y tinción directa e 

indirecta   

Debido a la naturaleza del problema de contaminación que se enfrenta en el proceso de 

producción de vacunas y biofármacos, tradicionalmente los microorganismos han sido 

detectados mediante su cultivo en medios líquidos y sólidos que se asemejan a los nutrientes 

necesarios para su crecimiento en forma macroscópica. Además, existen enfoques directos para 

la detección de Mycoplasma sp. que incluyen técnicas de tinción de ADN y tinción directa e 

indirecta utilizando colorantes como Hoechst 13342 y DAPI (38). 

Las técnicas tradicionales implican la inducción del crecimiento de Mycoplasma sp. en medios de 

cultivo para detectar la presencia del microorganismo. Los Procesos Operacionales Estándar 

(POE) determinados en los documentos de la Farmacopea Europea y FDA establecen el cultivo 

y aislamiento de la bacteria en medios de cultivo con fuentes complejas de carbono y nitrógeno, 

así como condiciones de cultivo similares a las utilizadas en el cultivo celular (38).  

Las diferentes especificaciones presentes en el medio de cultivo y el aislamiento del 

microorganismo presente en el cultivo celular presentan una desventaja frente a otras técnicas 

de detección, dada la dificultad y el tiempo necesario para obtener un resultado confiable (39). 

Adicionalmente, la sensibilidad de la técnica es dependiente del manejo del cultivo, la 

preparación de los medios y la calidad de sus componentes pues la capacidad de obtención de 

nutrientes por parte Mycoplasma sp. para poder tener un crecimiento efectivo implica 

generalmente el aporte de nutrientes que las células huéspedes generan durante su crecimiento, 

por lo que el reemplazo de estos nutrientes mediante medios sintéticos y suplementos implica 

un manejo adicional (40). 

La gran dificultad en la implementación de la técnica de cultivo en agar es la necesidad de confiar 

en la capacidad de Mycoplasma sp. para crecer en los medios de cultivo debido a la existencia de 

especies no cultivables. Por estas razones, las técnicas de tinción de ADN involucran el empleo 

de colorantes como 4 ',6-diamidino-2-fenilindol (DAPI) y el bisbenzimidazol Hoechst 33342, 

los cuales son marcadores fluorescentes que permiten la visualización de Mycoplasma sp. 

cultivables y no cultivables, debido a que se une a regiones ricas de adenina y timina del ADN 

presente en la muestra (41).  
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2.3.2 Técnicas moleculares (NAT)  

Por otra parte, desde 1988, la aproximación molecular para la detección se ha vuelto cada vez 

más importante en el ámbito de la investigación. En ese año, se logró una exitosa amplificación 

de ADN mediante el uso de una polimerasa termoestable. El concepto principal de los métodos 

moleculares en esta aplicación se basa en la reacción en cadena de la polimerasa (PCR), que 

permite amplificar un fragmento de ADN (1). Existen diferentes tipos de técnicas moleculares 

que se implementan en función de su nivel de especificidad y sensibilidad. Estos se clasifican 

en tres tipos principales: PCR isotérmica, convencional y cuantitativa(42). Los niveles de 

especificidad y sensibilidad están determinados inicialmente por el proveedor del kit o por el 

investigador que diseña los cebadores específicos utilizados en la prueba. Sin embargo, es de 

gran importancia que el laboratorio estandarice y valide el método, con el fin de definir las 

condiciones óptimas de uso y detección (8).  

La implementación del método PCR convencional o de punto final, se basa en el uso de 

cebadores específicos que después de amplificar el fragmento específico del genoma de 

Mycoplasma sp. establecen la presencia o ausencia de Mycoplasma sp. mediante la visualización de 

las bandas de amplificación en la electroforesis en gel de acrilamida que debe relacionarse con 

el par de bases marcador per peso molecular (8). Dado que se trata de una verificación de la 

presencia o ausencia del patógeno mediante la observación de una banda específica, no se puede 

determinar la cantidad de Mycoplasma sp. presente en la muestra o cultivo celular. 

Sin embargo, en algunas instalaciones de investigación o industrias, la necesidad de desarrollar 

un plan de control requiere la cuantificación de Mycoplasma sp. presente en las diferentes 

muestras. Para este requisito, la implementación de una técnica de PCR cuantitativa en tiempo 

real es un enfoque útil (8). Se basa en la medición en tiempo real de la fluorescencia generada 

durante la amplificación del fragmento de ADN durante la reacción de PCR debido a la 

intercalación de colorantes fluorescentes como SYBR Green en los fragmentos de ADN en 

estudio (8). El uso de esta técnica permite la comparación del ciclo límite que es proporcional 

a las copias amplificadas del fragmento en estudio. Adicionalmente, el estudio de las curvas de 

disociación permite verificar la autenticidad del fragmento amplificado frente a controles 

positivos y negativos (43). 
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Por otro lado, se han implementado nuevas tecnologías que combinan diferentes técnicas, como 

la amplificación isotérmica de secuencias de ácidos nucleicos (NASBA) y la amplificación 

isotérmica en bucle (LAMP), entre otras. La técnica LAMP, en particular, es altamente 

específica y sensible en la detección de hebras de ADN. Además, al ser una técnica isotérmica, 

no requiere de equipos sofisticados para su implementación, aunque la cuantificación precisa 

de Mycoplasma sp. aún no está especificada(44). 

A pesar de la sensibilidad y variedad de métodos disponibles, la principal desventaja es la 

necesidad de equipos específicos para su aplicación, lo que limita su uso como una técnica de 

detección de Mycoplasma sp. de bajo costo. Por lo tanto, se ha explorado la implementación de 

otras técnicas que no requieren equipos sofisticados, como un termociclador y equipos de 

cuantificación, con el fin de detectar Mycoplasma sp. en los cultivos celulares utilizados en el 

laboratorio. 

2.3.3. Técnicas alternativas 

Dentro de las alternativas, los nuevos avances en la industria incluyen el uso de enzimas 

mediante luminiscencia bioquímica, sondas específicas para detección y células recombinantes. 

La técnica de luminiscencia bioquímica se basa en el estudio de una actividad enzimática 

específica cuando Mycoplasma sp. está presente. Debido a su evolución reductiva, los 

microorganismos de la Clase Mollicutes, como Mycoplasma sp., generan ATP a través de la 

fermentación de carbohidratos y arginina. Por lo tanto, las enzimas carbamato quinasa y acetato 

quinasa se utilizan como marcadores para su detección (8). La técnica de luminiscencia 

bioquímica tiene como objetivo detectar la enzima acetato quinasa presente en Mycoplasma sp., 

ya que esta enzima convierte ADP en ATP, lo que genera una emisión de luminiscencia pues 

emplean las enzimas ya mencionadas dentro de las rutas metabólicas para la generación de ATP 

desde la fermentación de glucosa y la lisis de arginina (45,46). Debido a su sensibilidad, 

practicidad y rapidez, este método requiere una alta concentración del microorganismo para 

detectar de manera efectiva su presencia, Tabla 1 (47).  

𝑎𝑐𝑒𝑡𝑖𝑙𝑓𝑜𝑠𝑓𝑎𝑡𝑜 + 𝐴𝐷𝑃 
 

⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯ 𝐴𝑐𝑒𝑡𝑎𝑡𝑜 + 𝐴𝑇𝑃  

𝑓𝑜𝑠𝑓𝑎𝑡𝑜 𝑑𝑒 𝑐𝑎𝑟𝑏𝑎𝑚𝑜𝑖𝑙𝑜 + 𝐴𝐷𝑃 
  

⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯ 𝑎𝑚𝑜𝑛𝑖𝑎𝑐𝑜 + 𝑐𝑎𝑟𝑏𝑜𝑛𝑎𝑡𝑜 + 𝐴𝑇𝑃 
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Los componentes del reactivo y el sustrato empleados en la prueba tienen presencia de 

luciferasas, fosfatos inorgánicos y ADP en el caso del reactivo y fosfatos de acetilo y carbamoilo 

como precursores de las reacciones que en presencia de las enzimas empleadas por Mycoplasma 

sp. pueden genera ATP como señal para la detección con luminiscencia bioquímica empleada 

en este kit de Lonza (48).  

La técnica relacionada con la detección de Mycoplasma sp. mediante el uso de una línea celular 

recombinante específica que expresa el receptor Toll (TLR2) es otro enfoque utilizado. Este 

receptor reconoce las lipoproteínas presentes en Mycoplasma sp. y desencadena una cascada de 

señalización que activa la transcripción celular del complejo de transcripción de ADN conocido 

como NF-κB. PlasmoTest® (InvivoGen)  es una prueba que utiliza células HEK 293 que 

expresan el TLR2, y en presencia de Mycoplasma genera una cascada de señalización que se 

puede visualizar mediante un cambio de color en el medio de análisis (9). Sin embargo, es 

importante tener en cuenta que la sencillez de este método puede afectar la especificidad de los 

resultados, ya que pueden producirse falsos positivos debido a la similitud de las respuestas con 

la contaminación por otros microorganismos, en lugar de la presencia real de Mycoplasma sp. 

Por otro lado, la técnica empleando sondas para detectar Mycoplasma sp. tiene dos enfoques: 

microensayos y colorimetría. Los microensayos son altamente robustos debido a su enfoque de 

PCR altamente específico, que no solo permite la detección sino también la identificación del 

microorganismo. El resultado del microensayo depende de la especificidad de los genes 16S y 

23S rRNA presentes en Mycoplasma sp, así como del protocolo de PCR utilizado para la 

preparación de la muestra (49). 

La técnica colorimétrica también utiliza sondas con una diana específica de la región 16S rRNA, 

pero solo puede detectar ocho especies de micoplasma. Esta estrategia se utiliza en un kit de 

detección proporcionado por R&D Systems, donde la muestra se hibrida con sondas en una 

placa recubierta, y luego se realiza una reacción de unión conjugado-sustrato. El color 

desarrollado es proporcional al rRNA de Mycoplasma sp. detectado en la muestra original. Sin 

embargo, una de las desventajas de esta técnica es que solo puede detectar ocho especies, lo que 

limita su aplicabilidad en casos donde puedan estar presentes otras especies de micoplasma que 

no están incluidas en la especificidad del kit (8).  
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Tabla 1. Comparación de sensibilidad, límite de detección, tiempo y costo de los métodos de 

detección de Mycoplasma sp. 

Técnica Sensibilidad 
Límite de

detección 
Tiempo 

Cantidad 

de ensayos 

Costo 

(USD) 
Ref. 

Tinción directa e 

indirecta 

Directa: B 

Indirecta: A 
1 UFC* 12 h - 8 d 

100 
333.00 (29,30) 

Aislamiento con 

medio de cultivo 
A 1 UFC 

12 h - 14 

d 
--- 367.61 (30) 

PCR A 1-10 copias μl-1 
30 min – 

2h 

100 247.50 – 

1417.85 
(8) 

qPCR 1-10 copias μl-1 
30 min– 

2 h 

25 
683.39 (8) 

PCR isotérmica A 
10 – 102 UFC ml-

1 

40 – 90 

min 
100 631.00 (8) 

Sondas de 

detección  
M 

15 – 2500 UFC

ml-1 
4.5 h 96 421.00 (8) 

Células 

recombinantes 
M 

103 – 105 UFC ml-

1 
2 d 

250 
562.00 (9) 

Inmunotinción 

con Hoechst 

33342 / DAPI 

M 
105 – 10 7 UFC

ml. -1 
2 h 25 mg 42.75*** (26) 

Luminiscencia 

Bioquímica 
M 103 UFC ml-1 30 min 100 733.00 (28) 

* Depende del analista y representa una aproximación al resultado de la presencia o ausencia de Mycoplasma sp. 

en el cultivo. **Alta: A, Moderada: M, Baja: B. ***Hoechst 33342 

2.4 Tratamientos de cultivos celulares contaminados con Mycoplasma 

sp. 

En presencia de Mycoplasma sp. en cultivos de líneas celulares, se sugiere inicialmente realizar un 

tratamiento térmico utilizando un autoclave y descartar las células contaminadas. Sin embargo, 

una opción práctica es el tratamiento con antibióticos para erradicar Mycoplasma sp. de los 

cultivos celulares. Se ha demostrado que ciertos antibióticos son efectivos para la erradicación 
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de Mycoplasma sp., entre ellos se encuentran las tetraciclinas, pleuromutilinas, macrólidos y 

fluoroquinolonas. Estos antibióticos se utilizan en concentraciones bajas y pueden 

administrarse de forma individual o en combinación con otros antibióticos en un enfoque de 

tratamiento dual. También se pueden utilizar de manera profiláctica para prevenir la aparición 

de la contaminación por Mycoplasma sp. nuevamente en el cultivo tratado (50,51).  

Las tetraciclinas son un grupo de antibióticos de amplio espectro utilizados para tratar 

infecciones causadas por bacterias Gram positivas. Estos antibióticos actúan inhibiendo la 

síntesis de proteínas bacterianas al unirse a la subunidad 30S de los ribosomas, lo que impide 

que la bacteria funcione correctamente y se replique. Las tetraciclinas se consideran antibióticos 

bacteriostáticos, ya que detienen el crecimiento y la reproducción de las bacterias en lugar de 

erradicarlas directamente (52). 

Por otro lado, la pleuromutilina es otro antibiótico con actividad antibacteriana moderada 

contra patógenos Gram positivos y Mycoplasma sp. Actúa mediante la inhibición de la síntesis 

proteica al interactuar con los ribosomas bacterianos, pero no afecta la síntesis proteica de las 

células eucariotas. Esto lo convierte en un tratamiento específico contra las bacterias sin dañar 

las células huésped (53). Estos antibióticos, como las tetraciclinas y las pleuromutilinas, pueden 

ser utilizados en un tratamiento dual durante un período de 3 semanas, con una concentración 

de 10 μg por mililitro, para tratar la contaminación de células en estudio causada por Mycoplasma 

sp.(50).  

Por otra parte, las fluoroquinolonas son un grupo de antibióticos de amplio espectro con 

actividad bactericida. Uno de los antibióticos de segunda generación más utilizados es la 

ciprofloxacina, la cual genera actividad bactericida contra bacterias Gram negativas, así como 

actividad adicional contra bacterias Gram positivas. La ciprofloxacina actúa impidiendo la 

replicación bacteriana al inhibir la enzima ADN girasa. Además, también afecta a la 

topoisomerasa IV, lo cual interfiere con la división del ADN cromosómico y, como resultado, 

afecta la transcripción del ADN, lo que conlleva a la apoptosis de la célula bacteriana (54).  

Asimismo, los macrólidos son compuestos antimicrobianos bacteriostáticos que están 

compuestos por un anillo de lactona con múltiples grupos cetona e hidroxilo unidos a uno o 

más azucares, al igual que las fluoroquinolonas, son antibióticos de amplio espectro y su campo 
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de acción está dirigido a la unión al RNA ribosomal 23S del ribosoma 50, que tiene un efecto 

inhibitorio en la síntesis de proteínas dependientes del RNA ribosomal (55,56).  

En el mercado existen diversos productos para combatir contra la contaminación por 

Mycoplasma sp., entre los que se destacan: Plasmocin®, Mycozap, Mycoplasma Removal Agent 

(MRA) y Plamocure™. Plasmocin® es un tratamiento dual que contiene en su formulación 

fluoroquinolona (que actúa como agente bloqueante de la proteína de síntesis) y un macrólido 

(que detiene la replicación de ADN), este tratamiento se emplea en una concentración final de 

25 μg ml-1 por dos semanas. 

Por otra parte, Mycozap es un tratamiento que se basa en la combinación de un péptido activo 

de membrana, que puede ser, surfactina y un antibiótico convencional. En la primera parte del 

proceso la mayoría de Mycoplasma sp. presente es lisado y lavado al utilizar un agente activo de 

superficie. En la segunda parte, Mycoplasma sp. aún presente es eliminado por el antibiótico. Este 

tratamiento es recomendado cuando las células se encuentran en malas condiciones previo al 

tratamiento y su cantidad solo alcanza para el tratamiento con un solo antibiótico (50). 
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3. Materiales y Métodos   

3.1 Cultivos celulares y preparación de muestras  

La línea celular utilizada en el presente estudio fueron fibroblastos de ratón murino (L929). 

Estas células fueron clasificadas en dos grupos: células L929 con contaminación crónica de 

Mycoplasma sp. (L929 C) y células L929 nuevas libres de Mycoplasma sp. (L929 N). Las células 

L929 C se encontraban disponibles en el laboratorio de Procesos Químicos y Bioquímicos en 

criopreservación en nitrógeno líquido. Por otro lado, las células L929 Nuevas Libres de 

Mycoplasma sp. (L929 N) fueron adquiridas y se confirmó su ausencia de contaminación 

(L70026472, ATCC, USA) mediante los métodos de detección disponibles en el laboratorio 

Las líneas celulares L929 C se subcultivaron desde el vial congelado en nitrógeno líquido a un 

frasco T75 con 10 ml de Medio de Eagle Modificado por Doubelco (DMEM, Gibco™) 

suplementado con Suero Fetal Bovino (SFB, Gibco™) al 10% (v/v). Las células se incubaron 

a 37 °C en una atmósfera húmeda al 5% de CO2. Después de 24 horas, se realizó un seguimiento 

de la morfología y, al alcanzar un 80% de confluencia (3 días después), se llevó a cabo un 

subcultivo mediante la remoción del medio de cultivo presente en la caja T75 y la adición de 4 

ml de tripsina, se incubó durante 5 minutos a 37 °C en una atmósfera húmeda al 5% de CO2. 

Posteriormente, se neutralizó la tripsina con 4 ml de medio DMEM suplementado y se procedió 

a realizar una centrifugación a 1200 rpm durante 5 minutos. Luego, se removió el sobrenadante 

y se añadieron 3 ml de medio DMEM suplementado para resuspender las células.  

Este proceso se repitió en dos subcultivos adicionales en cajas T75, con 10 ml de medio DMEM 

(Gibco™) y una concentración inicial de 500,000 células/ml, hasta alcanzar el 70% de 

confluencia para continuar con los ensayos.  
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De la misma manera, se llevó a cabo este proceso de cultivo y subcultivo con un vial de células 

de L929 N, extraído de la criopreservación en el tanque de nitrógeno líquido. Es relevante 

mencionar que las células L929 C fueron incubadas en una incubadora diferente a las células 

L929 N; no obstante, ambas se mantuvieron bajo las mismas condiciones de incubación a 37 

°C en una atmósfera húmeda con un 5% de CO2 en ambas incubadoras. 

3.2 Métodos de detección de Mycoplasma sp. 

3.2.1. Método de luminiscencia bioquímica 

El método bioluminiscente se desarrolló utilizando el kit de detección MycoAlert™ PLUS 

(LT07-710) proporcionado por Lonza (Walkersville, MD, USA). MycoAlert™ PLUS es un 

ensayo selectivo que emplea la actividad enzimática de carbamato y acetato quinasas para 

determinar la presencia de Mycoplasma sp. en líneas celulares. El ensayo se desarrolló inicialmente 

de acuerdo con las instrucciones dadas por el proveedor (57). En primer lugar, se transfirieron 

2 ml del sobrenadante de la muestra de cultivo celular a un Eppendorf y se centrifugaron a 1500 

rpm (200 x g) durante 5 minutos. Luego, se colocaron 100 μl de sobrenadante en un pozo de la 

placa de 96 pozos, adicionalmente se agregaron 100 μl del reactivo provisto en el kit de Lonza. 

Después de 5 minutos de reacción a temperatura ambiente, se realizó la primera lectura de 

luminiscencia, siendo esta medición A. Posteriormente, se adicionaron 100 μl del sustrato, 

también proveído por el kit, y luego de 10 minutos se realizó la lectura en el equipo Cytation3® 

(BioTeK, USA) con una ganancia de 100, como lo establece el protocolo definido para la 

medición de luminiscencia del equipo en esta prueba, siendo esta la medición B (28). La relación 

obtenida entre las dos medidas de luminiscencia calculadas B/A nos permitió determinar si el 

cultivo celular estaba contaminado por Mycoplasma sp. Una relación con un resultado superior a 

1 indicaba que efectivamente el cultivo celular estaba contaminado y era necesario un 

tratamiento de erradicación. 

No obstante, debido a que el costo de cada ensayo de MycoAlert™ PLUS es elevado en 

comparación con otros ensayos de detección disponibles en el mercado ($7.33 – 14.25 

USD)(58), se hizo necesario realizar una estandarización del método y determinar si la variación 

de la cantidad de los componentes (sustrato, reactivo y muestra) en los reacción permitía una 

detección efectiva de Mycoplasma sp. en las muestras. Para ello, se realizó un ensayo preliminar 
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de la luminiscencia con volumen final de 100 μl por componente, cada componente fue diluido 

con el buffer fosfato salino (PBS) (1X, pH 7.4) y esterilizado en autoclave, para garantizar la 

ausencia de otros microorganismos que pudieran alterar la prueba. Las diluciones empleadas se 

pueden observar en la Tabla 2, este ensayo se realizó con el fin de evaluar si la variación de las 

concentraciones de los componentes de la reacción también permitía una detección efectiva o 

si por el contrario, se requerían las concentraciones de cada componente expresadas en el 

protocolo del fabricante para garantizar la detección de microrganismo (57). Cada ensayo se 

realizó por triplicado, manteniendo los tiempos de incubación y temperatura prestablecidos por 

el proveedor.  

Tabla 2. Volúmenes de los componentes ensayados para estandarizar la detección de Mycoplasma sp. mediante el kit 
MycoAlert™ PLUS. 

Ensayo Sustrato (μl) Reactivo (μl) Muestra (μl) PBS (μl) 

C1.1 100 100 100 0 

C1.2 50 50 50 150 

C1.3 25 25 25 225 

C1.4 13 13 13 261 

C1.5 10 10 10 270 

3.2.1 Técnica de inmunotinción con DAPI  

El ensayo de inmunotinción se desarrolló utilizando DAPI como colorante para teñir el ADN 

presente en la muestra del estudio. Luego de que la línea celular fuera primero cultivada en una 

placa de 24 pozos hasta obtener un 70% de confluencia, esta muestra se procesó a través de 

una serie de etapas que incluyeron fijación en la placa de cultivo, permeabilización y tinción con 

DAPI, para finalmente realizar una visualización microscópica de las células teñidas por 

fluorescencia con el objetivo de observar la morfología celular; en el caso de detectar fragmentos 

de DNA teñidos con DAPI agregados o alrededor de la línea celular (es decir, que no 

pertenezcan al núcleo de la célula) se confirmaría la presencia de Mycoplasma sp. en el cultivo 

celular. 

En primer lugar, para la etapa de fijación, se removió del pozo el medio de cultivo celular y se 

añadieron 250 μl de paraformaldehído (4% en agua destilada) frío (~0°C), incubando a 

temperatura ambiente durante 5 minutos. A continuación, el paraformaldehído se lavó con 500 
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μl de PBS y se incubó durante 5 minutos a temperatura ambiente. Posteriormente, se realizó el 

paso de permeabilización dos veces. Para ello, se agregaron 250 μl de tritón X-100 al 0.1% v/v 

diluido con PBS estéril (1X, pH 7.4), incubando a temperatura ambiente durante 5 minutos. 

Luego, se removió el tritón agregado y se realizó un lavado con 500 μl de PBS que se incubó 

por 5 minutos a temperatura ambiente. 

Finalmente, se procedió al paso de tinción con DAPI (D9542, Sigma Aldrich, USA). Este 

proceso se llevó a cabo en un cuarto oscuro, agregando 200 μl de solución de colorante (300 

nM, disuelto en PBS estéril 1X) a los pozos. Después de 5 minutos de incubación a temperatura 

ambiente, se retiró la solución de DAPI y se realizó un último lavado agregando 200 μl de PBS, 

que se mantuvo por 2 minutos antes de ser retirado nuevamente. Luego, se añadieron 200 μl 

de PBS estéril para poder realizar la visualización con microscopia. 

La muestra se mantuvo en oscuridad durante unos minutos y posteriormente se observó 

mediante microscopía de fluorescencia en el equipo Cytation3® (BioTeK, USA), utilizando una 

longitud de onda de excitación y emisión de 377 y 447 nm, respectivamente. Se ajustó el 

contraste y brillo en las imágenes procesadas a una magnitud de 10X. 

 

3.2.3. PCR 

En esta selección se realizó un contraste entre especificidad, cantidad de ensayos, tiempo de 

ejecución y costo entre los kits de PCR más empleados en el mercado, por lo que se realizó una 

comparación de entre el costo, especificidad y tiempo de ejecución del ensayo y se determinó 

cual podría ser la mejor selección (Tabla 3). En el caso de este estudio para la detección de 

Mycoplasma sp. en las muestras se realizó mediante la técnica de la Reacción en Cadena de la 

Polimerasa (PCR) utilizando el kit G238 específico para detección de Mycoplasma sp. 

desarrollado por Applied Biological Materials (abm) Inc. (abm, Richmond, BC, Canada), el cual 

tiene capacidad para detectar 213 especies de micoplasma con tamaño de bandas de amplicón 

entre 370 y 550 pb. Los primers (cebadores) utilizados en el kit tienen especificidad por las 

regiones que codifican el rRNA 16S y 23S del genoma del microorganismo en estudio. A pesar 

de que requiere el empleo de electroforesis para verificar las bandas amplificadas, estas pueden 

ser posteriormente cuantificadas por otros métodos para una identificación de la especie de 

Mycoplasma sp. presente; la detección únicamente requiere 3 horas, lo que permite una detección 

oportuna del patógeno a un bajo costo por prueba (Tabla 4). 
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Tabla 3. Comparación de los kits de PCR más empleados para la detección de Mycoplasma sp. en cultivos celulares. 

Nombre del kit 
Casa 

comercial 
Especificidad 

Cantidad de 

ensayos 

Tiempo de 

ejecución 

Costo 

(USD)* 

Lookout 

Mycoplasma 
Sigma 19 especies 

24 reacciones 

No incluye  

Taq 

polimerasa 

3 h 385.00(59) 

Venor™ GeM Sigma 24 especies 25 reacciones 3 h 342.00(60) 

Mycoplasma PCR 

Detection Kit 
abm 200 especies 

100 

reacciones 
1.7 h 292.50 (61) 

Universal 

Mycoplasma 

Detection Kit 

ATCC 60 especies 40 reacciones 3 h 398.36 (62) 

EZ-PCR 

Mycoplasma 

Detection Kit 

Sartorious 

Biological 

industries 

90 especies 20 reacciones 2.05h 255.00 (63) 

*Costos al corte del año 2023 

El kit se utilizó inicialmente como indica el proveedor, con las cantidades establecidas de cada 

uno de los componentes (2.5 μl de muestra, 1 μl de primer, 12.5 μl de Master Mix y 9 μl de agua 

destilada grado molecular) (T27, Tabla 4). Luego de tener la mezcla completa, se procedió a 

realizar la amplificación de ADN mediante 35 ciclos de termociclado en el termociclador PTC 

100 (MJ Research, Canadá) con una etapa de desnaturalización a 95°C durante 30 segundos, 

una etapa de apareamiento de primers a 55°C durante 30 segundos, y una etapa de extensión a 

72°C durante 1 minuto, siguiendo las condiciones establecidas por el fabricante del kit(64),. 

Posteriormente, la amplificación se verificó mediante electroforesis en gel de agarosa 

(HyAgarose™, HydraGene, usa) al 1.8%, con la adición de 1 µl de bromuro de etidio en la 

cámara de electroforesis previo a la corrida de electroforesis (Horizon 58, Life Technologies, 

USA). Se aplicó una corriente de 90 V durante 40 minutos para la corrida del gel. La 

visualización de los resultados se realizó en un transiluminador para verificar la amplificación; 

un producto de amplificación de aproximadamente 500 pares de bases indica que el cultivo está 

contaminado con Mycoplasma sp. Nótese que la longitud del producto de PCR dependerá de la 

cepa particular de micoplasma, por lo que la longitud puede variar entre 370 y 550 pb.  
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No obstante, también se realizó una evaluación preliminar con el fin de estandarizar el kit y 

establecer un volumen de cada uno de los componentes de la reacción que permita la detección 

del microorganismo utilizando el control positivo previsto para evaluar el límite de detección 

del kit tras modificar la cantidad volumen de los componentes, para lo que se desarrolló un 

diseño experimental (33) usando el software Design Expert 13.0 (Stat-Ease Inc., Minneapolis, 

MN, USA), donde se comparó el efecto de cada uno de los componentes para obtener en total 

27 ensayos y se evaluó el límite de detección del kit en cuanto a muestra analizada y 

componentes utilizados en el ensayo con un volumen final de 25 μl, según la Tabla 5. 

 

 Después de evaluar diferentes combinaciones de volúmenes para los componentes de la 

reacción, se identificó un tratamiento específico que establecía el límite de sensibilidad para 

obtener resultados positivos para la PCR, se utilizaron los volúmenes definidos en dicho 

tratamiento, que consistieron en 10.5 µl de Master Mix, 1.5 µl de muestra y 0.75 µl de Primers 

(T14). La amplificación se llevó a cabo siguiendo las condiciones de termociclado establecidas 

por el fabricante del kit (64) y la verificación de  la amplificación se realizó mediante 

electroforesis en gel de agarosa (HyAgarose™, HydraGene, usa) al 1.8%, con la adición de 1 µl 

de bromuro de etidio en la cámara de electroforesis previo a la corrida de electroforesis 

(Horizon 58, Life Technologies, USA) como fue descrito anteriormente. Estas condiciones de 

reacción serán empleadas en las futuras evaluaciones para la detección de Mycoplasma sp. 

utilizando este método.  
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Tabla 4. Diseño experimental para estandarizar la detección de Mycoplasma sp. mediante PCR usando el kit abm 
G238. 

Ensayo Primer (μl) Master Mix (μl) Muestra (μl) Agua destilada grado 
molecular (μl) 

T1 0.5 7.5 0.5 16.50 
T2 0.5 10.5 0.5 15.50 
T3 0.5 12.5 0.5 14.50 
T4 0.5 7.5 1.5 16.25 
T5 0.5 10.5 1.5 15.25 
T6 0.5 12.5 1.5 14.25 
T7 0.5 7.5 2.5 16.00 
T8 0.5 10.5 2.5 15.00 
T9 0.5 12.5 2.5 14.00 
T10 0.75 7.5 0.5 13.50 
T11 0.75 10.5 0.5 12.50 
T12 0.75 12.5 0.5 11.50 
T13 0.75 7.5 1.5 13.25 
T14 0.75 10.5 1.5 12.25 
T15 0.75 12.5 1.5 11.25 
T16 0.75 7.5 2.5 13.00 
T17 0.75 10.5 2.5 12.00 
T18 0.75 12.5 2.5 11.00 
T19 1 7.5 0.5 11.50 
T20 1 10.5 0.5 10.50 
T21 1 12.5 0.5 9.50 
T22 1 7.5 1.5 11.25 
T23 1 10.5 1.5 10.25 
T24 1 12.5 1.5 9.25 
T25 1 7.5 2.5 11.00 
T26 1 10.5 2.5 10.00 
T27* 1 12.5 2.5 9.00 

*Son las condiciones de medición estándar  

 

3.3 Contraste de métodos implementados para la detección de 

Mycoplasma sp. en cultivo celular 

Con el fin de establecer y estandarizar un ensayo para la detección y control de la presencia de 

Mycoplasma sp. en las líneas celulares del Laboratorio de Cultivo Celular del Grupo de 

Investigación en Procesos Químicos y Bioquímicos de la Universidad Nacional de Colombia, 

sede Bogotá, se decidió hacer una comparación de 3 métodos para detectar Mycoplasma sp. con 

base en diferentes criterios que podrían influir en la selección del método más eficaz para 
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detectar y controlar la presencia de Mycoplasma sp. en cultivo celular. Los criterios fueron tiempo 

de detección, sensibilidad, tiempo de ejecución y precio de implementación. 

Luego de realizar la estandarización, se determinó que la prueba el método de luminiscencia 

bioquímica debía ser empleado con las cantidades de los componentes establecidas por el 

fabricante para garantizar la detección de presencia o ausencia de Mycoplasma (57), mientras 

que la prueba de PCR podría detectar la presencia del patógeno resultados hasta con una 

disminución de los componentes de la Master Mix como resultado del diseño experimental 

realizo (T14, Tabla 2) aumentando la cantidad de ensayos que se podrían realizar con la 

adquisición del kit a 118 ensayos. 

En cuanto al tiempo de ejecución ambos ensayos continúan siendo rápidos, máximo 3 horas 

para una detección efectiva, en comparación con otros métodos disponibles en el mercado. Sin 

embargo, el costo de implementación está sujeto a la disponibilidad de los insumos adicionales 

como placas de 96 pozos, reactivos adicionales como agarosa, Bromuro de etidio, marcadores 

de peso molecular en el caso de PCR, lo que aumenta el valor de cada ensayo de PCR a ser 

equivalente al valor de una prueba con luminiscencia bioquímica, siendo esto compensado con 

la garantía de detectar efectivamente en un menor tiempo la presencia de Mycoplasma sp. , por 

lo que ambos métodos son una gran selección para corroborar lo observado con el método 

tinción de DAPI. Por lo que, finalmente se logró detectar y corroborar la presencia de 

Mycoplasma sp. con los tres métodos seleccionados y se determinó según la disponibilidad de 

insumos que el empleo de las técnicas moleculares y de luminiscencia podría ser herramientas 

útiles para la detección y control de la presencia de Mycoplasma sp. en las células L929 C.  

3.4 Tratamiento para erradicar Mycoplasma sp.  

3.4.1. Evaluación de la concentración efectiva del agente de remoción de 

Mycoplasma sp. en las células L929 contaminadas (L929 C) 

Con base en reportes de la literatura, se desarrolló un diseño experimental para establecer la 

mejor concentración de tratamiento a añadir al cultivo celular contaminado (50,65,66). Para ello 

se empleó un cultivo de células L929 donde se había determinado la presencia crónica de 

Mycoplasma sp. (L929 C) con los tres métodos de detección ya seleccionados: MycoAlert™ 
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PLUS (Lonza), Kit de PCR para detección de Mycoplasma (abm, g238, USA) y tinción con 

DAPI.  

Se llevó a cabo un cultivo de células L929 C en 9 cajas de T25 con medio DMEM (Gibco™) 

suplementado con un 10% de Suero Fetal Bovino (SFB, Gibco™). La siembra se realizó a una 

concentración de 250,000 células/ml en cada caja T25. Después de 24 horas de incubación a 

37°C en una atmósfera húmeda con un 5% de CO2, se adicionaron las concentraciones de 

agente anti-micoplasma evaluadas. A tres cajas se les agregó 2.5 μl de Plasmocin® (12.5 μg/ml), 

a otras tres cajas se les agregó 5 μl de Plasmocin® (25 μg/ml) y a las tres restantes se les agregó 

7.5 μl de Plasmocin® (37.5 μg/ml). 

Después de cumplir los primeros 4 días, se realizó el subcultivo mediante tripsinización con 1 

ml de tripsina (Gibco™), incubando durante 5 minutos a 37°C en una atmósfera húmeda con 

un 5% de CO2. La tripsina fue neutralizada con 1 ml de medio DMEM (Gibco™) con Suero 

Fetal Bovino (SFB, Gibco™) al 10%. Luego, se centrifugó a 1200 rpm durante 5 minutos y se 

resuspendieron las células en 2 ml de medio DMEM suplementado con un 10% de SFB. 

Posteriormente, se realizó el conteo con cámara de Neubauer con azul de tripano y se añadieron 

nuevamente 250,000 células/ml al 5 ml de medio DMEM (Gibco™) suplementado con un 10% 

de SFB (Gibco™) y Plasmocin® a la concentración correspondiente cada 4 días. Las células 

fueron incubadas a 37°C en una atmósfera húmeda con un 5% de CO2. Este proceso se repitió 

en cada pase.  

Al final de cada semana de tratamiento, para fines del diseño experimental de la evaluación de 

concentración de tratamiento, se llevó a cabo una evaluación de la erradicación de Mycoplasma 

sp. utilizando dos métodos de detección: luminiscencia con MycoAlert™ PLUS (Lonza, USA) 

mediante el equipo Cytation3® (BioTeK, USA) y PCR con electroforesis en gel de agarosa al 

1.8% con tinción con bromuro de etidio para la amplificación de una banda de 

aproximadamente 500 pb. Esta banda sería indicativa de la presencia de Mycoplasma sp. en las 

muestras analizadas.   

Luego de las dos semanas de tratamiento, como lo indicado por el proveedor (), se evidenció la 

erradicación de Mycoplasma sp. con las concentraciones más altas evaluadas. Las células tratadas 

y ahora libres de Mycoplasma sp. fueron preservadas en el banco utilizando medio DMEM 

suplementado con un 10% de Suero Fetal Bovino (SFB) y un 10% de DMSO (D8418, Sigma-

Aldrich, St. Louis, MO, USA) con fines de preservación. 
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Adicionalmente, al finalizar el ensayo, se llevó a cabo una evaluación para determinar la ausencia 

de otros microorganismos en el cultivo celular. Para ello, se realizó una siembra en placa en 

superficie utilizando una alícuota de 100 μl del sobrenadante de la caja T25 en medios de cultivo 

para bacterias (Plate Count Agar, Liofilchem®, USA) y hongos (Sabouraud CAF Agar, 

Liofilchem®, USA) durante 48 horas a 37°C. 

3.4.2 Tratamiento de Mycoplasma sp. en las células L929 nuevas 

contaminadas (L929 N cMc) 

Debido a que la presencia de Mycoplasma sp. ya evidenciaba cambios en la morfología celular de 

las células L929 C en comparación con la morfología observada en las células L929 N, se decidió 

realizar una contaminación intencional de uno de los subcultivos de células L929 N para evaluar 

el efecto de Mycoplasma sp. y determinar la concentración efectiva del agente anti-micoplasma 

necesario para tratar la presencia de este microorganismo.  

Esta contaminación intencional se llevó a cabo mediante la adición de medio de cultivo 

proveniente de uno de los subcultivos de células L929 C. Antes de ser agregado, el medio fue 

centrifugado a 1200 rpm por 5 minutos y filtrado con un filtro de 0.22 μm. De esta manera, 

Mycoplasma sp. no sería retenido si está presente, pero se retendrían los posibles restos celulares 

que pudieran estar presentes en el medio empleado. 

Por lo tanto, se procedió a realizar un subcultivo a partir de una de las cajas de L929 NL 

disponibles en cultivo. Para ello, se removió el medio de cultivo presente en la caja T75 con 

células L929 NL y se adicionaron 4 ml de tripsina (Gibco™). Posteriormente, se incubó durante 

5 minutos a 37 °C en una atmósfera húmeda con 5% de CO2. Luego, se neutralizó la tripsina 

con 4 ml de medio DMEM suplementado con SFB al 10% (Gibco™) y se procedió a realizar 

una centrifugación a 1200 rpm durante 5 minutos. 

Después de la centrifugación, se removió el sobrenadante y se añadieron 3 ml de medio DMEM 

suplementado con SFB al 10% (Gibco™) para resuspender las células. Se realizó el conteo de 

las células presentes en cámara de Neubauer con azul de tripano y se procedió a adicionar 

500,000 células/ml en una caja T75. Además, se añadieron 2 ml de medio contaminado 
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previamente filtrado y 8 ml de medio DMEM suplementado con un 10% de SFB. Finalmente, 

las células se incubaron a 37 °C en una atmósfera húmeda con 5% de CO2.  

Se realizó un subcultivo cada semana con la misma cantidad de células, empleando únicamente 

medio de cultivo celular DMEM suplementado con un 10% de SFB. Al cabo de tres semanas, 

se llevó a cabo la detección de Mycoplasma sp. mediante el empleo del kit MycoAlert™ PLUS 

(Lonza, EE. UU), y PCR utilizando el kit de detección de Mycoplasma (abm, g238). Al 

detectarse la presencia positiva de Mycoplasma sp. estas células se clasificaron como L929 N cMc 

y se procedió con el ensayo de tratamiento 

Con base a los resultados de la evaluación de las concentraciones de tratamiento con las células 

con contaminación crónica, se seleccionaron las concentraciones de 25 y 37.5 μg/ml de 

Plasmocin® como las de mejor efectividad para la erradicación. Posteriormente, se procedió a 

evaluar la concentración efectiva del agente de remoción de Mycoplasma sp. en estas células L929 

N cMc, utilizando dos agentes anti-micoplasma diferentes mediante un subcultivo en 4 cajas 

T25, cada una con 250,000 células/ml. Este proceso incluyó la tripsinización, el conteo con azul 

de tripano en cámara de Neubauer y la siembra en las cajas con medio DMEM suplementado 

con un 10% de SFB y condiciones de incubación de 37 °C una atmósfera húmeda con 5% de 

CO2, tal como se describió anteriormente. 

Un día después, se adicionó el tratamiento en las cajas T25. Cada caja fue destinada para los 

tratamientos evaluados, incluyendo diferentes concentraciones y dos agentes anti-micoplasma. 

El antibiótico Plasmocin® (InvivoGen) se agregó al medio de cultivo fresco en concentraciones 

de 25 y 37.5 μg/ml durante 2 semanas, realizando un total de 4 pases. En cada pase, se llevó a 

cabo el proceso de tripsinización, el conteo en cámara de Neubauer y la siembra de 250,000 

células/ml en medio DMEM suplementado con un 10% de SFB, junto con la cantidad 

correspondiente de Plasmocin® según la concentración evaluada (5 y 7.5 μl), respectivamente. 

Simultáneamente, se trataron las otras 2 cajas de T25 con células L929 N cMc utilizando el 

"Mycoplasma Removal Agent" (MRA Cat. No. 3050044, MP Biomedicals LLC, Santa Ana, CA, 

USA), el cual está compuesto por una quinolona derivada del ácido 4-oxo-quinolina-3-

carboxílico. Se utilizó en dos concentraciones diferentes: 0.2 y 0.5 μg/ml, realizando el mismo 

proceso que con Plasmocin®, es decir, 4 pases en 2 semanas inicialmente, con el proceso de 

tripsinización, el conteo en cámara de Neubauer y la siembra de 250,000 células/ml en medio 
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DMEM suplementado con un 10% de SFB, junto con la cantidad correspondiente de MRA 

según la concentración evaluada (50 y 100 μl), respectivamente. 

Después de cada semana de tratamiento, se realizó la evaluación de la erradicación de Mycoplasma 

sp. mediante dos métodos: luminiscencia utilizando el ensayo MycoAlert™ PLUS (Lonza, EE. 

UU.) y PCR utilizando el kit de detección de Mycoplasma (abm, g238). Para la confirmación 

visual, se realizó un gel de electroforesis con una concentración de agarosa al 1.8% y se utilizó 

la tinción de bromuro de etidio. Se buscó la presencia de bandas que coincidieran con un tamaño 

de 500 pb, lo cual indicaría la presencia de Mycoplasma sp. Estas células fueron las empleadas al 

final como las células L929 Nuevas tratadas (L929N T) para cada una de las concentraciones y 

agentes anti-micoplasma evaluados y utilizadas en los ensayos posteriores de citotoxicidad.  

Al finalizar el ensayo, se llevó a cabo una prueba adicional para verificar la ausencia de otros 

microorganismos en el cultivo celular. Se realizó una siembra en superficie de 100 μl de 

sobrenadante del cultivo celular utilizando medios de cultivo específicos para bacterias (Plate 

Count Agar, Liofilchem®, EE. UU.) y hongos (Sabouraud CAF Agar, Liofilchem®, EE. UU.) 

durante 48 horas a 37°C. Esta etapa permitió asegurar que no hubiera contaminación por otros 

microorganismos en el cultivo celular. 

3.5 Evaluación de la tasa de crecimiento celular y el efecto del 

proceso de erradicación en células contaminadas 

3.5.1 Curva estándar 

Se implementó un ensayo de fluorescencia para determinar la proliferación y supervivencia 

celular mediante el contraste de las curvas de crecimiento de líneas celulares inicialmente 

planteadas con contaminación crónica de Mycoplasma sp. (L929 C) y líneas celulares nuevas libres 

de contaminación (L929 N). Para ello se empleó un método fluorométrico para la detección de 

la actividad metabólica celular que está basado en la reducción de resazurina a resofurina por 

reacciones enzimáticas empleando NADPH deshidrogenasa, efectuada por la mitocondria en 

las células viables. Ópticamente, la reacción transcurre desde resazurina, que es de color azul y 

baja fluorescencia, a resofurina, de color rosado y altamente fluorescente, que puede ser 
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monitoreada en las longitudes de onda de entre 530 y 590 nm de emisión y excitación, 

respectivamente (67,68). 

Se llevó a cabo una curva patrón donde se cultivaron células L929 C y L929 N en placas de 24 

pozos con diferentes concentraciones: para las L929C (5000, 7000, 14000, 28000, 56000 y 

121000 células por mililitro) y para las L929 N (5000, 7000, 10000, 14000, 20000, 28000 células 

por mililitro). Las células se incubaron durante 5 horas para obtener una monocapa adherida en 

cada pozo. Luego, se retiró el medio de cada pozo y se agregaron 500 μl de resazurina (solución 

stock 44 μM, Cat No. 121519, PanReac AppliChem, Darmstadt, Alemania) al 10% v/v, diluida 

en medio DMEM alto en glucosa (Cat. No. 11588826, Gibco™, Thermo Fisher Scientific Inc., 

Waltham, Massachusetts, USA) sin suplemento. Las placas se incubaron durante 3 horas a 37°C 

en una atmósfera húmeda con un 5% de CO2.  

Transcurrido el tiempo de incubación, se tomaron 100 μl de cada pozo y se transfirieron a una 

placa de 96 pozos, donde se realizó la medición por triplicado de cada muestra utilizando 

Cytation3® (BioTeK, USA) con una longitud de onda de excitación y emisión de 530 nm y 590 

nm, respectivamente, para obtener una curva estándar. Los detalles sobre las curvas estándar 

obtenidas se encuentran en el capítulo 6.1, donde se obtuvo una relación lineal con un R2 de 

0.99 para ambas líneas celulares. El control negativo se definió como la fluorescencia registrada 

para medio fresco y se restó de cada resultado de muestra evaluado. 

 

3.5.2 Curva de crecimiento  

Se llevó a cabo el proceso de cultivo y subcultivo de las células en estudio (L929 N, L929 N 

cMc y L929 N T tratadas con diferentes concentraciones de agente anti-micoplasma). Estas 

células se encontraban incubadas a 37°C en una atmósfera húmeda con 5% de CO2 en cajas 

T25 con medio DMEM suplementado con 10% de suero fetal bovino (SFB). Posteriormente, 

se realizaron subcultivos para sembrar 10,000 células por pozo en una placa de 24 pozos para 

cada tipo de célula, duplicando cada muestra. 

Se realizó el proceso de subcultivo mediante la remoción del medio de cultivo y la adición de 1 

ml de tripsina (Gibco™). Luego, se incubó durante 5 minutos a 37° C en una atmósfera húmeda 

con 5% de CO2. Una vez transcurrido el tiempo de incubación, se procedió a neutralizar la 

tripsina mediante la adición de 1 ml de medio de cultivo. El medio con tripsina de la caja T25 

se transfirió a un tubo Falcon de 15 ml y se centrifugó durante 5 minutos a 1200 rpm. Tras la 
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centrifugación, se descartó el sobrenadante y las células se resuspendieron en 3 ml de medio 

DMEM suplementado con 10% de suero fetal bovino (SFB). A continuación, se llevó a cabo el 

conteo de células utilizando azul de tripano y se calculó la cantidad necesaria para sembrar 

10,000 células en cada pozo de la placa de 24 pozos. Posteriormente, se sembraron las células 

en las placas de 24 pozos, empleando 3 pozos en cada tiempo de medición. 

La curva de crecimiento se llevó a cabo con una medición cada 24 horas durante 6 días (144 

horas). Antes de iniciar el ensayo en cada tiempo de medición, se preparó una solución de 

resazurina diluida en medio DMEM en una relación de 1:10, siguiendo el mismo procedimiento 

utilizado para la curva estándar en el capítulo 3.5.1. Se retiró el medio de cultivo de 3 pozos por 

cada tiempo de estudio, se realizó un lavado con 500 μl de PBS estéril y luego se agregaron 300 

μl de la solución de resazurina. La placa se incubó por 3 horas a 37° C en una atmósfera húmeda 

con 5% de CO2 en la oscuridad, cubriendo la placa con papel aluminio. Pasado el tiempo de 

incubación, se transfirieron alícuotas de 100 μl a una placa de 96 pozos en triplicado y se 

realizaron las mediciones para cada muestra utilizando Cytation3® (BioTeK, USA) con una 

longitud de onda de excitación y emisión de 530 nm y 590 nm, respectivamente. 

Para realizar el conteo las células presentes, se realizó la tinción con DAPI siguiendo el proceso 

descrito en el capítulo 3.2.2. en los pozos que fueron empleados con resazurina en los tiempos 

de estudio, se realizó un lavado con PBS y se procedió con el procedimiento de tinción, al 

finalizar se realizó la visualización y conteo de núcleos de células teñidos empleando el equipo 

Cytation3® (BioTeK, USA). 

 

3.6  Ensayo de citotoxicidad con una sustancia de referencia  

Para cada una de las líneas celulares en estudio (L929 N, L929 N cMc y L929 N T tratadas con 

diferentes concentraciones de agente anti-micoplasma), se llevó a cabo un análisis de 

citotoxicidad utilizando diferentes concentraciones de dodecil sulfato de sodio (SDS, Sigma-

Aldrich) para determinar las variaciones en la respuesta citotóxica en las diferentes líneas 

celulares como resultado del tratamiento para erradicar Mycoplasma sp. 

Se emplearon dos placas de 96 pozos para evaluar el efecto citotóxico del SDS en un rango de 

concentraciones desde 2 mg/ml hasta 0.00002 mg/ml, utilizando diluciones seriadas de relación 



  
 Tratamiento de Mycoplasma sp. presente en líneas celulares animales 

 

 

 
45 

1:10 en medio DMEM (Gibco™) suplementado con 10% de suero fetal bovino (SFB, 

Gibco™). El ensayo se realizó por triplicado. 

La solución de resazurina (PanReac AppliChem) empleada en la evaluación de citotoxicidad fue 

preparada a partir de una solución stock que tenía una concentración de 44μM. Por lo tanto, se 

preparó una solución realizando una dilución de relación 1:10 con medio DMEM (Gibco™). 

A partir de un subcultivo de cada una de las células evaluadas (L929 N, L929 cMc, L929 N T 

25 μg/ml P, L929 N T 37.5 μg/ml P, L929 N T 0.5 μg/ml MRA y L929 N T 0.2 μg/ml MRA), 

siguiendo el proceso detallado de subcultivo descrito en el numeral 3.1, se realizó la siembra de 

10000 células por pozo en medio DMEM (Gibco™) suplementado con 10% de SFB (Gibco™) 

y se incubaron a 37 °C en una atmósfera húmeda con 5% de CO2 por 24 horas. Posterior a las 

24 horas de adherencia en incubación, se retiró el medio y se adicionó la solución de la sustancia 

de referencia (SDS) en diferentes concentraciones por triplicado. El tiempo de contacto de la 

solución de la sustancia de referencia con las células evaluadas fue de 42 horas (69,70). Pasado 

el tiempo de contacto, se removieron las soluciones de SDS y en condiciones de oscuridad se 

añadieron 100 μl de la solución de resazurina diluida (440 μM) en cada pozo, luego se 

recubrieron las cajas con papel aluminio y se procedió a incubar a 37 °C en una atmósfera 

húmeda con 5% de CO2 por 3 horas. 

Después de las 3 horas de incubación, se procedió a medir la fluorescencia utilizando una 

longitud de onda de excitación de 530 nm y una longitud de onda de emisión de 590 nm. Luego, 

se calculó el porcentaje de supervivencia celular comparando la fluorescencia emitida por la 

muestra expuesta a la sustancia de referencia con la fluorescencia emitida por el control. A todas 

las condiciones se les restó el valor de fluorescencia base emitida por la resazurina sin reducir. 

Como control positivo de citotoxicidad, se añadió TRITON-X100 (Sigma-Aldrich) al 0.1% v/v 

en PBS en lugar de SDS. El control negativo fue la medición de la fluorescencia emitida por la 

resazurina en un pozo con células que no fueron sometidas a las soluciones de SDS evaluadas. 

3.7 Análisis estadístico  

La significancia estadística de la diferencia entre los grupos se evaluó mediante el análisis de 

varianza (ANOVA) de dos factores. Se consideró un valor de p < 0.05 como estadísticamente 
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significativo y un valor de p < 0.001 como altamente significativo. El análisis estadístico y la 

múltiple comparación de medias se realizó mediante el Test de Tukey utilizando el software 

GraphPad Prism 8.0 (Dotmatics Ltd, Boston, MA, USA). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



  
 Tratamiento de Mycoplasma sp. presente en líneas celulares animales 

 

 

 
47 

 

 

 

 

4 Resultados and discusión 

4.1  Selección de métodos de detección de Mycoplasma sp. en 

líneas celulares de mamíferos 

La prevalencia de Mycoplasma sp. ha sido reportada en al menos 35% de los cultivos celulares a 

rededor del mundo (28,71,72). La detección de Mycoplasma sp. es un paso crucial en los ensayos 

que involucran líneas celulares. Para lograr una detección efectiva, se recomienda realizar una 

evaluación preliminar de los diferentes métodos disponibles en el mercado, comparando sus 

ventajas y desventajas. Muchos investigadores emplean diferentes métodos para la detección 

exitosa de Mycoplasma sp. siendo el cultivo directo en especial el método más eficaz, pues su 

posibilidad de obtener resultados falsos negativos es nula y un crecimiento característico es el 

indicativo de presencia de Mycoplasma sp. (73).    

La especificidad del método seleccionado es importante, si se requiere la identificación precisa 

del género de Mycoplasma sp. presente en el cultivo contaminado, lo cual facilitaría una búsqueda 

más selectiva de tratamiento. Por lo que, el proceso de selección y el establecimiento de un 

método de detección para este patógeno se basó en el análisis de diversas variables, como el 

tiempo de detección, la especificidad y  la sensibilidad para llevar a cabo la detección de 

Mycoplasma sp. en el cultivo celular en estudio(73). Los métodos disponibles se dividieron en 

tres categorías: métodos tradicionales (medios de cultivo y tinción), métodos moleculares (PCR 

punto final, PCR cuantitativa y PCR isotérmica) y métodos alternativos (como la técnica 

enzimática mediante luminiscencia, el uso de líneas celulares recombinantes y sondas 

específicas). 

La selección del método adecuado para la detección de Mycoplasma sp. en el contexto específico 

del estudio se basó en varios aspectos, como el tipo de técnica o enfoque utilizado, el costo de 

implementación y la sensibilidad de la técnica. Se realizó una evaluación exhaustiva 

considerando estos aspectos con el objetivo de identificar los métodos más apropiados. Los 
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métodos seleccionados incluyeron la inmunotinción con DAPI, la detección molecular 

mediante PCR de punto final y la técnica bioluminiscente. Estas técnicas se eligieron debido a 

su sensibilidad y a los diferentes enfoques que permiten detectar la presencia de Mycoplasma sp. 

en el cultivo celular. 

El enfoque de inmunotinción con DAPI permite la visualización y el establecimiento de la 

presencia de especies de Mycoplasma sp. cultivables y no cultivables, siendo un método de 

detección paralelo recomendado por los procedimientos de la FDA (1). No obstante, este 

método depende de la experiencia profesional y exige la corroboración de los resultados 

obtenidos con métodos alternativos de detección, siendo esta la causa de la selección de las 

técnicas moleculares y bioluminiscentes como enfoques alternativos de detección. 

Estas técnicas de contraste requieren un menor tiempo de ejecución, pero con costos superiores 

para su implementación a las técnicas convencionales, siendo dependiente de la casa comercial 

seleccionada y los materiales adicionales necesarios para determinar la presencia del patógeno 

en la línea celular en estudio. En el caso de los kits de PCR, el mercado presenta una variedad 

de kits de ensayos comerciales que difieren en cuanto a sus especificaciones. Por lo que, 

aplicando los criterios establecidos para la determinación del kit más apropiado para realizar la 

evaluación de presencia, se estableció que el kit de ABM es el ensayo que cumple con el objetivo 

de determinar un método de detección confiable, fácil empleo a un costo accesible en 

comparación con otros kits comerciales disponibles en el mercado. 

El método enzimático basado en bioluminiscencia permite detectar las enzimas carbamato 

quinasa y acetato quinasa producidas por Mycoplasma sp. durante su crecimiento. La interacción 

de estas enzimas con el reactivo y el sustrato presente en el kit de Lonza(57), genera una señal 

de luminiscencia, indicando la presencia o ausencia del patógeno en la muestra en estudio. Sin 

embargo, es importante tener en cuenta que este ensayo es específico para las enzimas 

mencionadas y existe la posibilidad de obtener resultados falsos positivos debido a la presencia 

de otras bacterias que también pueden utilizar estas enzimas en ciertos ciclos metabólicos (74). 

Para implementar este método de detección, fue necesario establecer un riguroso protocolo de 

esterilidad e inocuidad que asegurara la ausencia de otros microorganismos que podrían generar 

resultados incorrectos o contaminación del cultivo. Esto garantizó la fiabilidad y precisión de 

los resultados obtenidos mediante el ensayo enzimático y aseguró que cualquier detección de 

Mycoplasma sp. fuera atribuida únicamente a la presencia real de este patógeno en la muestra. 
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Asimismo, se llevó a cabo el ensayo de detección tradicional utilizando el método de aislamiento 

de Mycoplasma sp. mediante cultivo en medios líquidos y sólidos específicos para su crecimiento, 

utilizando el medio Mycoplasma de Sigma-Aldrich. Sin embargo, no se logró obtener el 

crecimiento de una unidad formadora de colonia (UFC) que presentara las características 

macroscópicas típicas de Mycoplasma sp., como una colonia plana en forma de huevo frito con 

un centro de coloración crema y un halo alrededor. Siendo esto un resultado opuesto a lo 

observado con la inmunotinción con DAPI, donde ya había observado preliminarmente la 

presencia del patógeno en el cultivo celular en estudio. El ensayo de detección tradicional no 

fue exitoso en confirmar el crecimiento de Mycoplasma sp., pues las características macroscópicas 

requeridas para la identificación del patógeno no fueron observadas en el cultivo solido después 

de un cultivo de 21 días. 

4.2 Ensayos de detección de Mycoplasma sp. 

4.2.1 Ensayo de sensibilidad de detección de Mycoplasma sp. mediante 

método de bioluminiscencia  

La sensibilidad del MycoAlert™ PLUS fue evaluada mediante la dilución de los componentes 

del kit en PBS, buscando la posibilidad de emplear menores cantidades de sustrato, reactivo y 

la muestra manteniendo las cantidades de sustrato y reactivo establecidas por el proveedor. Sin 

embargo, al diluir los componentes a la mitad o más, se obtuvieron resultados negativos (falso-

negativos) en la medición, mientras que la medición con las cantidades establecidas del kit con 

100 μl de cada componente y muestra contaminada generó un resultado de relación de 

luminiscencia de 16.8 RLU (unidades relativas de luminiscencia), claramente indicando la 

presencia de Mycoplasma sp. en la muestra estudiada. Debido a estos resultados se concluyó que 

la dilución de los componentes del kit no es una opción válida para obtener resultados 

confiables. 

Por otro lado, la prueba mostró resultados positivos al emplear 50 μl de muestra diluida en PBS, 

indicando que las muestras pueden ser diluidas hasta en una relación 1:2 (5:10) manteniendo la 

sensibilidad para detectar la presencia de Mycoplasma sp. No obstante, es importante tener en 

cuenta que con mayores diluciones existe la posibilidad de que, en bajas concentraciones de 
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Mycoplasma sp., la prueba genere resultados falso negativos. En consecuencia, se sugiere que el 

kit se pueda emplear diluyendo la muestra hasta una relación máxima de 1:2 (5:10) con el fin de 

obtener resultados más precisos de presencia o ausencia del patógeno (Figura 1A).  

4.2.2 Ensayo de sensibilidad del método molecular (PCR punto final) 

La validación de la sensibilidad del kit de PCR seleccionado permitió contrastar la cantidad 

mínima necesaria de cada uno de los componentes de la prueba para obtener un resultado 

acertado en la detección de Mycoplasma sp. empleando un control positivo para confirmar la 

sensibilidad del método. Para ello, se empleó un diseño de experimentos 33, que permitió 

analizar el efecto de la variación de los componentes de la prueba de detección para determinar 

la cantidad mínima necesaria de los componentes del kit (Master Mix con Blast taq, primer y 

muestra) y obtener un resultado de detección acertado dado el uso del kit empleado.  

 

El control de la prueba confirmó la detección de Mycoplasma sp. con las cantidades establecidas 

por el proveedor, empleando 12.5 μl de Master Mix, 1.0 μl de primer y 2.5 μl de muestra en el 

Ensayo T27 del diseño de experimentos (Tabla 4). La validación de la sensibilidad del kit 

estableció la posibilidad de obtener falso-negativos al emplear un volumen menor a 10.5 μl de 

Master Mix y 0.75 μl de primer en el ensayo de detección, estableciendo que, 6 de los 27 ensayos 

del diseño de experimentos fueron resultados falso-negativos, con cantidades de Master Mix y 

primer que no eran volúmenes viables para detectar efectivamente a Mycoplasma sp. en la muestra 

en estudio, determinando que el kit podía ser empleado hasta con 10.5 μl de Master Mix, 0.75 

μl de primer y 1.5 μl de muestra con el que se lograba que la totalidad de ensayos fueran positivos 

y se aseguraba que la prueba estaba detectando al patógeno, como se puede observar en la 

Figura 1B.  

 

Cabe resaltar que, en el diseño de experimentos realizado se muestra que un resultado 

equivalente a 1 es un resultado positivo de detección de Mycoplasma sp., y un resultado de 0 es 

equivalente a negativo (falso-negativo) de presencia de Mycoplasma sp.  (Figura 1B). 
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Figura 1. Ensayos de sensibilidad de los kits de luminiscencia MycoAlert™ PLUS y de PCR con las muestras de la línea celular 
L929 Contaminada con Myoplasma sp. (L929 C). 

A Diagrama de barras de la sensibilidad del kit de MycoAlert™ PLUS mediante la medición de unidades relativas de 
luminiscencia con diferentes diluciones de la muestra células L929, sustrato y reactivo (Tabla 2). Diluciones de 8:10,7:10, 5:10, 
4:10 de muestra con los volúmenes establecidos de 100 μl de sustrato y 100 μl de reactivo y volumen final de muestra 100 μl 
empleando las células L929 Contaminada en cultivo (L929 C-C) y las células L929 contaminada del banco de células crio 
preservadas (L929C-F). B Diagrama de barras en 3-D de la sensibilidad del diseño de experimentos con el kit de PCR con un 
volumen de 1.5 μl de muestra de control positivo para detectar al Mycoplasma sp. en función de los factores A. primer con 
volúmenes (0.5 μl, 0.75 μl, 1 μl) B. Master Mix - Blast Taq (Enzima). Barras de color rojo representan la medición con un 
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volumen de 7.5 μl de Master Mix - Blast Taq, las barras de color verde representan la medición empleando un volumen de 10.5 
μl de Master Mix - Blast Tal y las barras color azul representan la medición con volumen de 12.5 μl de Master Mix - Blast Taq.  

Las características de un método de detección ideal incluyen sensibilidad, especificidad, 

exactitud, rapidez, relación costo-efectividad y facilidad de interpretación (73). El ensayo con 

MycoAlert™ PLUS tiene una sensibilidad establecida por el fabricante de <50 UFC ml-1. Según 

los resultados de Molla et al. (2014), este ensayo mostró una sensibilidad de detección del 91.30% 

en comparación con el método de PCR seleccionado, el cual demostró una sensibilidad y 

efectividad de detección del 100%. Estos hallazgos resaltan la importancia de estandarizar el 

límite de detección y sensibilidad de la técnica para garantizar resultados precisos en la prueba. 

  

La elección del método de detección queda a discreción del investigador, pero la confirmación 

de sensibilidad y especificidad depende de las células utilizadas y las técnicas seleccionadas(73). 

Algunos investigadores consideran que el método de luminiscencia bioquímica con 

MycoAlert™ PLUS  es más selectivo en comparación con la PCR y el cultivo microbiano como 

método directo, debido a su alta selectividad (47). Sin embargo, otros destacan que la PCR es 

más reproducible, de fácil interpretación y aceptada en términos de sensibilidad y detección 

(75). 

 

Después de realizar diferentes ensayos de sensibilidad, se determinó que el método de 

bioluminiscencia con MycoAlert™ PLUS requería utilizar los volúmenes establecidos por el 

fabricante. Las diluciones de los componentes de la prueba podrían afectar los resultados y 

generar falso-negativos en lugar de positivos en presencia de Mycoplasma sp. Por otro lado, la 

prueba de PCR seleccionada con el kit de detección de ABM demostró una alta sensibilidad 

para detectar la presencia de Mycoplasma sp. utilizando volúmenes mínimos de 10.5 μl de Master 

Mix, 0.75 μl de primers y 1.5 μl de muestra, tanto en muestras de control positivo como en 

muestras sin conocimiento previo de la presencia de Mycoplasma sp. 

4.3 Detección de Mycoplasma sp. en líneas celulares animales L929 con 

los métodos seleccionados  

Considerando que la contaminación puede ser la causa de desviaciones en los resultados de 

cultivo celular, resulta fundamental utilizar métodos disponibles para la detección de Mycoplasma 
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sp. con el fin de obtener resultados científicos confiables (76,77)(50,78). Con este precedente, 

se seleccionaron los métodos de detección (luminiscencia bioquímica, PCR y tinción con DAPI) 

y se determinó la presencia del Mycoplasma sp. en la línea celular L929, que estaba siendo 

empleada en el laboratorio para diferentes ensayos de proliferación y citotoxicidad celular.  

La detección de Mycoplasma sp. utilizando el método de luminiscencia reveló la presencia de 

contaminación en las muestras de la línea celular L929 en estudio. La Figura 2A muestra los 

resultados de la relación de luminiscencia obtenida antes (A) y después (B) de la adición del 

sustrato en las muestras contaminadas de células en cultivo L929 (L929 C-C) y las tomadas de 

conservación a -80° C en cultivo durante 2 días (L929 C-F). 

Los resultados de la relación de las mediciones de luminiscencia fueron superiores a 1 y 1.2, lo 

que indicaba la presencia de contaminación por Mycoplasma sp. Este resultado está relacionado 

con la emisión de ATP generada por la presencia de bacterias vivas en el cultivo celular durante 

su crecimiento, así como la detección de las enzimas carbamato quinasa y acetato quinasa, las 

cuales están asociadas a la ruta metabólica de la arginina dihidrolasa y son responsables de la 

síntesis de ATP en los microorganismos del género Mollicutes (74).  

Para confirmar la presencia del patógeno mediante los otros métodos seleccionados en cuanto 

al método tradicional, en la tinción con DAPI (Figura 2C) se observaron precipitados alrededor 

de las células, indicando una contaminación con Mycoplasma sp. desde las 24 horas hasta las 96 

horas de cultivo. Asimismo, el gel de electroforesis teñido con Bromuro de etidio permitió 

visualizar la presencia de Micoplasma sp. en los medios tomados del cultivo de las muestras de 

L929 C-C y L929 C-F, al obtener una banda luminiscente con un peso de 500 pb similar al 

control positivo con material genético de Mycoplasma sp. (Figura 2B). 
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Figura 2. Contraste y detección de Mycoplasma sp, en la línea celular L929 en cultivo con los métodos de detección 
selección.  

A Diagrama de barras de la relación de luminiscencia obtenida con MycoAlert™ PLUS de la línea celular L929 contaminada con Mycoplasma 
sp., (L929 C-C), células L929 nuevas libre de Mycoplasma sp. (L929 NL), las células L929 en preservación -80 °C posterior a 2 días de cultivo 
(L929 C-F), Control con medio (M) y buffer (B). B Gel de electroforesis de la detección de Mycoplasma sp. con el kit de ABM con las células L929 
NL, L929 C-C y L929 C-F. Control negativo (-) con agua desionizada estéril y control positivo (+) con la solución con micoplasma liofilizado del 
kit con una banda positiva a 500 bp C. Imágenes de microscopia de florescencia de las células contaminadas L929 C-C a las 24 horas de cultivo y 
96 horas de cultivo. Filtro DAPI Objetivo 10X barra de medición 200 μm.     

 

Las líneas celulares L929 que dieron positivo a la presencia de Mycoplasma sp. demostraron que 

el patógeno puede sobrevivir al proceso de conservación en nitrógeno líquido (L929 C-F) y 

seguir siendo viable después del primer cultivo posterior a la conservación de la línea celular 

(Figura 2 a-b). Estos resultados son consistentes con los hallazgos de Fallagan-Lotch et al. 2015, 

donde compararon el efecto de la conservación de muestras sobrenadantes en la detección de 

Mycoplasma sp.  utilizando el método bioluminiscente y la PCR (24). Además, se observó una 

diferencia significativa en los resultados de la relación de luminiscencia entre las células nuevas 
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y libres de Mycoplasma sp. L929 NL, y las células contaminadas tanto crio preservadas (L929 C-

F) como en cultivo (L929 C-C). También se evidenció la inocuidad y ausencia de Mycoplasma sp. 

con resultados inferiores a 1 en la relación de luminiscencia. 

De la misma manera, Degeling et al., (2012) llevaron a cabo evaluaciones de diferentes métodos 

para determinar la presencia o ausencia del patógeno en las células utilizadas mediante un ensayo 

diseñado por el equipo de investigación. Este ensayo de detección de Mycoplasma sp. se basó en 

la degradación del gen reportero Gaussia luciferasa, el cual fue añadido a las células mediante un 

lentivirus. Para validar este ensayo, se comparó con otras técnicas de detección disponibles en 

el mercado, como MycoAlert™ PLUS (Lonza) y PCR con el kit de detección de micoplasma 

de PromoKine (PromoCell). Los resultados obtenidos fueron consistentes entre los dos 

métodos de detección, lo que llevó a la conclusión de que este ensayo era válido para detectar 

la presencia de Mycoplasma sp. y era necesario el empleo de pruebas contraste para validad la 

presencia del patógenos en las muestras en estudio (79). 

 

Por otro lado, en el estudio realizado por Russel et al., (2020), se llevó a cabo una comparación 

de cinco kits comerciales para la detección de Mycoplasma sp. en la producción de un virus 

utilizando líneas celulares animales y humanas, como Vero, BHK-21, AP61 y MRG-5. Se 

analizaron los resultados positivos y los falso-negativos obtenidos con los cinco ensayos de 

detección, incluyendo el kit de PCR para la detección de micoplasma (ABM) y MycoAlert™ 

PLUS (Lonza). Se observó que el kit de luminiscencia bioquímica MycoAlert™ PLUS arrojó 

28 resultados falso-negativos. Los autores atribuyeron esto a su capacidad de detectar 

Mycoplasma sp. viable en las muestras, a diferencia de la PCR que detecta el ADN, concluyendo 

así que la detección con el kit MycoAlert™ PLUS  debe realizarse en un cultivo fresco de 

Mycoplasma sp., donde el patógeno haya tenido tiempo suficiente para multiplicarse en su 

temperatura óptima, y en un cultivo activo de al menos 24 horas, a fin de asegurar la 

confiabilidad de los resultados (80). 

 

Estos resultados concuerdan con los obtenidos en la Figura 2A, donde se identificó la presencia 

de Mycoplasma sp. en las células L929 C-F, que fueron conservadas en un tanque de nitrógeno 

líquido. La relación de luminiscencia registrada (3.5) fue inferior a la de las células que ya estaban 

contaminadas en cultivo (L929 C-C). Sin embargo, esta evaluación se llevó a cabo después de 
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24 horas de incubación a 37°C, lo que indica que dicho periodo de incubación fue suficiente 

para activar el Mycoplasma sp. viable e iniciar su replicación, lo que permitió detectar la presencia 

del patógeno en el cultivo analizado. 

4.4 Efecto de la presencia de Mycoplasma sp. en líneas celulares 

contaminadas  

La comparación entre la concentración celular de las líneas celulares L929 contaminadas (L929 

C), L929 libres de Mycoplasma sp. (L929 NL) en 144 horas de incubación se realizó para observar 

la influencia de la presencia de Mycoplasma sp.  en la proliferación celular. Los resultados de 

ANOVA con un p < 0.001 indica que hay significancia en términos del modelo. La Figura 3A 

muestra que en los tiempos de estudio entre las 48 y las 120 horas una diferencia significativa 

de entre las células contaminadas (L929 C M1 y L929 C M2) y las células libres de contaminación 

(L929 N M3 y L929 N M2), determinada por la concentración celular obtenida a partir de la 

relación de las curvas patrón establecidas (Figura 8 y Figura 9) como medida inicial para 

determinar la concentración celular presente en la medición de fluorescencia emitida en el 

ensayo de proliferación por la reducción de resazurina cada 24 horas.  

 

En una observación preliminar, se puede notar que el aumento o disminución en la velocidad 

de crecimiento de las líneas celulares contaminadas, según el estudio de Peterson et al. (2004), 

puede estar relacionado con el número de subcultivos previos realizados en las células L929 C 

M1 y L929 C M2 (81). Además, durante los primeros meses del estudio, se detectó de manera 

constante la presencia de Mycoplasma sp., indicando la persistencia del patógeno durante 5 meses. 

Al analizar el cultivo en estudio, se observaron características distintivas que afectaron la 

proliferación de la línea celular contaminada (L929 C), como un incremento acelerado en el 

tiempo de duplicación y la velocidad de crecimiento entre las 24 y 96 horas de estudio, con 

valores de 33 h y 1.4 x 10-2 h-1, respectivamente. 

Estos hallazgos pueden estar asociados a la interacción y competencia por los nutrientes entre 

las células L929 contaminadas y el patógeno Mycoplasma sp., como se determinó en el estudio 

de Gerlic et al., (2004). Inicialmente, Mycoplasma sp. inhibe la apoptosis celular para mantener su 

viabilidad y continuar su replicación, lo que se observa como un crecimiento acelerado en las 
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primeras horas de estudio (82). Sin embargo, el descenso en la velocidad de proliferación a las 

120 horas de estudio (0.9 x10-2 h-1) puede atribuirse al estrés oxidativo inducido por la continua 

presencia del patógeno en el cultivo. Durante su crecimiento y síntesis de lípidos, Mycoplasma 

sp. produce peróxido de hidrógeno y superóxido, lo cual genera toxicidad en el medio de 

crecimiento, resultando en una disminución en la concentración celular viable (74), tal como se 

determinó mediante el ensayo de proliferación utilizando resazurina (Figura 3A). 

 

Por otro lado, se observó que las células L929 NL mostraron una fase lenta de adaptación y 

crecimiento, indicando que la ausencia de competencia por nutrientes permite un mayor tiempo 

de duplicación (29 h) en comparación con las células contaminadas. Además, estas células 

mantuvieron una fase de crecimiento exponencial continuo incluso después de 120 horas de 

siembra. Debido a que estas células tienen menos subcultivos (Pase 3), su velocidad de 

crecimiento es inicialmente menor en las primeras horas de cultivo, pero muestran una 

tendencia creciente a lo largo del ensayo (Figura 3A y Figura 3B) (83).  

Estos resultados son consistentes con los obtenidos en el estudio de Prasertsung et al., (2013) 

donde se midió un tiempo de duplicación de 30 h en las células L929, a pesar de que otros 

autores establecen rangos de 24-30 h de tiempo de duplicación (83). Además, es importante 

tener en cuenta que la presencia de Mycoplasma sp. puede afectar los resultados esperados en las 

mediciones de viabilidad y proliferación celular. La competencia por nutrientes y la necesidad 

de supervivencia tanto de las células como del patógeno pueden acelerar la tasa de proliferación, 

lo que podría indicar un mayor crecimiento del cultivo a medida que se obtienen más nutrientes 

en cada subcultivo y cambio de medio. Sin embargo, en lugar de eso, se observa un punto 

máximo de crecimiento exponencial que luego concluye en una fase estacionaria leve y el inicio 

de la senescencia (Figura 3A y Figura 3B). 

 

De manera paralela, en la Figura 3B se observa el efecto de la presencia y ausencia de Mycoplasma 

sp. en la proliferación celular al comparar los resultados de la medición de fluorescencia con 

resazurina y el recuento celular mediante tinción de DAPI en las células L929 libres de 

contaminación (L929 NL), contaminadas con Mycoplasma sp. (L929 C) y las células nuevas 

intencionalmente contaminadas con medio con Mycoplasma sp. (L929 N cMc).  
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En este sentido, las células L929 N cMc muestran una tendencia de crecimiento similar a las 

células L929 NL en cuanto a velocidad, pero a medida que pasan las horas, se evidencia que la 

presencia de Mycoplasma sp. genera un marcado decrecimiento en las unidades de fluorescencia 

obtenidas a las 120 horas de ensayo y una disminución leve en el recuento celular en 

comparación con la tendencia creciente observada en las células libres de Mycoplasma sp. (L929 

NL) durante todo el ensayo, lo cual indica la influencia de Mycoplasma sp. en las últimas horas 

de ensayo en las células L929 C. 

Estos resultados muestran diferencias significativas (p < 0.05) en diferentes tiempos de análisis 

entre las células L929 N cMc y L929, dado que, entre las 24 y 72 horas se observaron conteos 

celulares más altos en las células contaminadas en comparación con las células L929 NL, lo que 

indica un perfil de crecimiento similar a las células L929 C durante las primeras 72 horas. Sin 

embargo, a las 120 horas de crecimiento se observa un cambio en la continuidad de la fase 

exponencial en las células L929 N cMc, lo cual demuestra que la presencia de Mycoplasma sp. en 

poco tiempo (tres semanas) genera cambios en el comportamiento celular. Finalmente, en el 

último tiempo de análisis (144 h), se evidencia una disminución en la cantidad de células viables 

presentes en las células L929 N cMc, como resultado de la contaminación con Mycoplasma sp. 

(Figura 3B). 

En el estudio realizado por Gedye et al. (2015), se comparó la proliferación de células de 

melanoma LM entre células libres de contaminación y células contaminadas con Mycoplasma sp., 

la presencia del patógeno se determinó utilizando dos métodos similares a los empleados en 

este estudio, MycoAlert™ PLUS y PCR. Los resultados obtenidos mostraron una tendencia 

similar, donde se observó que las células contaminadas presentaban una mayor absorbancia con 

el Bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazol (MTT) de manera continua, durante 

14 días, en comparación con las células libres de contaminación (84), lo cual concuerda con los 

resultados presentados en las primeras 120 horas de nuestro estudio, utilizando resazurina 

(Unidades Relativas de Fluorescencia -RFU) (Figura 3B), donde se observa una disminución 

considerable del recuento de células viables y la fluorescencia emitida por las células al estar 

contaminadas.  
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Figura 3. Evaluación de la proliferación de la línea L929 Contaminadas (L929 C), L929 Nuevas libres de Mycoplasma sp. (L929 NL) y 
Nuevas intencionalmente contaminadas con Mycoplasma sp. (L929 N cMc). 
1.0 x 104 cel/ml en cada pozo (placa de 24 pozos). A. Evaluación de la proliferación mediante la medición de la fluorescencia de las células 
L929contaminadas muestras 1 y muestra 2 (cajas diferentes de cultivo) L929 C M1 y M2, y las células L929 nuevas libres de contaminación pase 
3 (L929N M3 y M4) RFU: Unidades relativas de fluorescencia B. Evaluación de la proliferación mediante la medición de la fluorescencia (RFU) 
y conteo de número de células L929 contaminadas (L929 C), Células libres de contaminación (L929 NL) y L929 nuevas contaminadas 
intencionalmente con Mycoplasma sp. (L929  N cMc). Las células fueron enumeradas usando tinción con DAPI con el equipo Cytation 3. 

 

Estos hallazgos respaldan los resultados obtenidos en la Figura 3B, donde las células 

contaminadas (L929 C y L929 N cMc) mostraron una mayor actividad metabólica en 

comparación con las células libres de contaminación. Estos resultados sugieren que Mycoplasma 

sp. también puede llevar a cabo la re-oxidación de NADH mediante la enzima glutamato 

deshidrogenasa, lo que contribuye al aumento en la reducción de resazurina mediada por 

NADH a NAD+, observada en todas las etapas de estudio en las células contaminadas. Este 

fenómeno ya había sido establecido previamente por Pollack et al., (1997) en su estudio sobre 

el metabolismo de las bacterias del género Mollicutes (74). 

4.4.1 Ensayo de eficiencia de erradicación de Mycoplasma sp. con 

diferentes concentraciones de Plasmocin® y MRA.  

El ensayo de tratamiento preliminar para establecer la concentración de Plasmocin® necesaria 

para tratar los cultivos celulares, se basa en emplear la concentración de tratamiento de manera 

proporcional a la concentración de Mycoplasma sp. presente en el cultivo celular contaminado 

(45), sin embargo, las instrucciones de los proveedores (InvivoGen y MP Biomedicals LLC ) 

indican la posibilidad de emplear diferentes cantidades para eliminar la presencia de Mycoplasma 

sp. en el cultivo celular. Para determinar la presencia de Mycoplasma sp. en el cultivo se empleó 

el método de detección de luminiscencia, donde la relación de la medición de luminiscencia 

previa (A) y posterior (B) a la adición del sustrato superior a 1.0, indica la presencia de 

Mycoplasma sp. en la línea celular en estudio.  

El tratamiento de Plasmocin® se adicionó en concentraciones de 12.5 μg ml-1, 25 μg ml-1 y 37.5 

μg ml-1 en las células L929 C en cultivo y con prevalencia del patógeno durante 10 pases. La 

primera semana de tratamiento, inicio la erradicación con una disminución en el resultado de 

relación de luminiscencia hasta 10.5 y 14.4 para los tratamientos de 12.5 μg ml-1 y 25 μg ml-1 

respectivamente, indicando una erradicación del 75 y 66%. Sin embargo, en la segunda semana 
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se observó la prevalencia de Mycoplasma sp., aumento de la relación de luminiscencia en el caso 

de las células tratadas con 12.5 μg ml-1 hasta 11.4 y una disminución que continuaba sobre el 

umbral de tratamiento efectivo de 6.0 en las células L929 tratadas con 25 μg ml-1, indicando aún 

la presencia de Mycoplasma sp. (Figura 4A).  

Dados los resultados de las primeras dos semanas, fue necesario la evaluación de una tercera 

semana para la erradicación de Mycoplasma sp. con el tratamiento, con una concentración de 25 

μg ml-1 de Plasmocin® y se determinó que el tratamiento de 12.5 μg ml-1 no era suficientemente 

radical para eliminar la contaminación, en este caso del cultivo celular de L929 C que tenía 

mucho tiempo contaminado con el patógeno en estudio.  

Cabe resaltar que en estudios como Uphoff et al. (2012) y Molla et al., (2011) se emplea el 

tratamiento de Mycoplasma sp. con una concentración de 25 μg ml-1, indicando que las 

concentraciones de los diferentes tratamientos empleados fueron aplicadas de acuerdo con las 

concentraciones establecidas por el fabricante (50,73). En el estudio de Molla et al., (2011), se 

concluye que, de las líneas celulares infectadas, el 66% fueron tratadas con efectividad 

empleando Plasmocin® a una concentración de 25 μg ml-1, por dos semanas, detectando la 

ausencia de Mycoplasma sp al emplear el método de PCR (66).    

Sin embargo, en este estudio, la adición de 37,5 μg ml-1 de Plasmocin® al cultivo de células L929 

C, evidenció un resultado radical, donde la primera semana se erradicó de manera efectiva en 

un 81% y en la segunda semana se completó la erradicación de Mycoplasma sp. presente en un 

97% (Figura 4A). Por lo anterior, se puede inferir que el tratamiento de Plasmocin® a una 

concentración de 37.5 μg ml-1 es radical y efectiva, siendo importante evaluar cuál es el efecto 

de un tratamiento radical en la viabilidad y velocidad de proliferación de las células luego de 

estar contaminadas (Figura 4A). 

Luego de determinar las cantidades que serían más pertinentes y efectivas para tratar la 

contaminación por Mycoplasma sp.  en el cultivo celular, se procedió a evaluar la efectividad del 

tratamiento con Mycoplasma sp. de las células L929 NL contaminadas intencionalmente con 

medio de cultivo contaminado con Mycoplasma sp. (L929 N cMc) en cultivo, por un lapso de 3 

semanas, el tratamiento se realizó con las concentraciones de Plasmocin® (25 μg ml-1 y 37.5 μg 

ml-1), ya determinadas en el tratamiento de las células L929 C, y el empleo del agente anti-

micoplasma MRA con dos concentraciones de estudio (0.2 μg ml-1 y 0.5 μg ml-1).  
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Estas células fueron el punto de partida para la evaluación de la efectividad de un tratamiento 

de Mycoplasma sp. en un escenario en donde las células están constantemente monitoreadas para 

el control de la contaminación con Mycoplasma sp. En este sentido, se determinó la presencia de 

Mycoplasma sp. empleando MycoAlert™ PLUS obteniendo un resultado mayor a 1 (47.5), luego 

de estar en contacto con un medio de cultivo contaminado con el patógeno. Con este resultado, 

se procedió a realizar un tratamiento con diferentes concentraciones y dos antibióticos de 

espectros diferentes (Figura 4C), Plasmocin® y MRA (65,66,79,85). 

Luego de realizar el tratamiento por separado de las células contaminadas L929 N cMc con los 

dos antibióticos, se observó que en la primera semana hubo un efecto de erradicación 

significativo de las líneas tratadas en contraste con las células L929 N cMc. El tratamiento de 

las líneas celulares tratadas con Plasmocin® tuvo una respuesta de erradicación más rápida y 

eficaz, lo que corroboró el tiempo de tratamiento de dos semanas, como tiempo requerido para 

una erradicación efectiva, de acuerdo con lo establecido por el proveedor (Invivo Gen) y lo 

obtenido en el estudio de Molla et al., (2011),(66).  
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Figura 4. Tratamiento de Mycoplasma sp. con diferentes concentraciones a lo largo del tiempo. 
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A. Medición de presencia de Mycoplasma sp. mediante medición enzimática de la relación de luminiscencia B/A de las células L929 C (L929 
contaminadas con Mycoplasma sp.) y su tratamiento con Plasmocin® a diferentes concentraciones (12.5 μg/ml, 25 μg/ml y 37.5 μg/ml) (L929c 
T). B. Medición de tratamiento de Mycoplasma sp. con Plasmocin® y MRA en las diferentes concentraciones mediante medición enzimática de la 
relación de luminiscencia B/A en las células L929 N cMc a lo largo de las semanas. C. Determinación de erradicación de Mycoplasma sp. de las 
células L929 N cMc (Células L929 Nuevas contaminadas con Mycoplasma sp.) mediante PCR punto final por tres semanas posterior al tratamiento 
de Plasmocin® (25 μg/ml y 37.5 μg/ml) y MRA (0.2 μg/ml y 0.5 μg/ml) Los ensayos desarrollados (*) denotan significancia (n=3 réplicas 
técnicas, p, < 0.001) en comparación con todos los tiempos de los mismos tratamientos en estudio. Las barras de error representan 1 DS 

Los resultados con Plasmocin® a 37.5 μg ml-1 en la primera semana mostraron que esta 

concentración de tratamiento, al igual que en el ensayo preliminar (Figura 4A), tuvo un efecto 

radical en la eliminación de Mycoplasma sp., con un 90% de erradicación, con respecto a la 

relación de luminiscencia obtenida con las células L929 N cMc y un resultado de luminiscencia 

menor a 1 en la segunda semana, indicando la erradicación total del patógeno del cultivo.  

Asimismo, los resultados con Plasmocin® a 25 μg ml-1 en la primera semana evidenciaron una 

erradicación parcialmente radical, que fue efectiva en el 69% y efectiva en más del 96% al 

finalizar la segunda semana de tratamiento, donde el resultado de luminiscencia obtenido (1.2) 

en la segunda semana estuvo en el límite máximo de reanálisis y ante la posibilidad de presencia 

de Mycoplasma sp. se decidió dejar 4 días adicionales con Plasmocin® en esta concentración y 

hacer una medición en la tercera semana para todas las células en cultivo, evidenciando así una 

erradicación satisfactoria para la tercera semana del tratamiento con Plasmocin® (Figura 4B).  

Este proceso y efectividad del tratamiento concuerda con lo reportado por Yang et al., 2012 en 

su estudio sobre el efecto inhibitorio que genera la presencia de Mycoplasma sp. en la respuesta 

celular de las células antitumorales realizó la evaluación y contraste entre las células infectadas 

y libres de Mycoplasma sp. y evaluó la presencia de Mycoplasma sp. mediante PCR, realizando el 

tratamiento con Plasmocin® hasta 3 semanas para lograr una erradicación efectiva del patógeno 

(86).  

Por otro lado, al emplear el tratamiento con MRA en una concentracion 0.5 μg ml-1,  la primera 

semana de tratamiento, se observó una respuesta significativa de erradicación y se produjo una 

disminución del 60% en la contaminación en comparación con la relación de luminiscencia 

obtenida antes del tratamiento (44.8). Las células tratadas con esta concentración mostraron 

una respuesta similar al tratamiento con Plasmocin® a 25 μg ml-1 y también requirieron 3 

semanas para lograr una erradicación y ausencia aceptables de Mycoplasma sp. en el cultivo.  

Estos resultados concuerdan con los obtenidos por Uphoff et al. (2002) en su estudio sobre el 

tratamiento de Mycoplasma sp., donde reportaron una eficacia del 71 al 77% en el tratamiento de 
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células LL con una concentración de 0.5 μg ml-1 de MRA. Entre los tratamientos con 

tetraciclinas y quinolonas evaluados en su estudio, el tratamiento menos efectivo fue MRA. 

Además, este tratamiento también mostró una mayor prevalencia o respuesta de resistencia por 

parte del patógeno, lo que explica la necesidad de un mayor tiempo de tratamiento para obtener 

resultados efectivos, como se observó en este estudio que requirió hasta 3 semanas de 

tratamiento (Figura 4B) (50,87). 

En contraste, el tratamiento con una concentración de 0.2 μg ml-1 de MRA en la línea celular 

contaminada durante la primera semana, se observó una disminución del 25% en la 

luminiscencia y se requirieron 4 semanas de tratamiento para obtener resultados aceptables de 

luminiscencia (0.9), indicando la ausencia de Mycoplasma sp. en el cultivo (Figura 4B).    

Por lo anterior, se confirma que con una concentración de 0.5 μg ml-1 de MRA y las dos 

concentraciones de Plasmocin®, presentaron efectos significativos en la disminución de la 

contaminación de las células L929 N cMc en la primera semana y en contraste la concentración 

de 0.2 μg ml-1 de MRA requeriría más tiempo de tratamiento, dado que se observó un efecto 

significativo en la erradicación de Mycoplasma sp solo hasta la segunda semana de tratamiento 

(Figura 4B).   

Finalmente, se corroboró el progreso del tratamiento de las células L929 N cMc mediante la 

realización de dos geles de electroforesis. En la primera semana, se observó la presencia 

continua del patógeno, mientras que en la tercera semana se evidenció la ausencia de Mycoplasma 

sp. en las líneas celulares en tratamiento. La Figura 4C muestra el gel de electroforesis que abarca 

las semanas evaluadas, donde se observa una banda tenue de aproximadamente 0.5 kb en las 

células tratadas con Plasmocin® en ambas concentraciones estudiadas y con 0.5 μg ml-1 de MRA.  

Por otro lado, en el ensayo de la primera semana, se aprecia una banda de electroforesis bastante 

marcada en las células tratadas con 0.2 μg ml-1 de MRA, indicando la presencia continua del 

patógeno. Sin embargo, en la tercera semana, se observa la erradicación del patógeno en las 

células tratadas con Plasmocin® y con la concentración de 0.5 μg ml-1 de MRA. Además, se 

puede apreciar una leve banda en la muestra de la línea celular tratada con la concentración de 

0.2 μg ml-1 de MRA, lo cual indica que se requirieron 4 semanas de tratamiento para lograr una 

erradicación efectiva. Estos resultados confirman los hallazgos de luminiscencia obtenidos con 

MycoAlert™ PLUS a lo largo de las 4 semanas de estudio (Figura 4B). 
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4.5 Efecto de tratamiento de Mycoplasma sp. con las concentraciones 

de tratamiento seleccionadas  

La Figura 5 muestra el efecto de tratamiento de Mycoplasma sp. en la proliferación las líneas 

celulares tratadas en contraste con las células L929 NL y L929 N cMc, los resultados evidencian 

diferencias significativas entre las células libres, contaminadas y las tratadas, a pesar de que ya 

había sido eliminado Mycoplasma sp. del cultivo celular, revelando que la contaminación durante 

3 semanas con Mycoplasma sp. fue suficiente para generar afectaciones en la proliferación de las 

células tratadas.  

La contaminación con Mycoplasma sp. inicialmente evidencio resultados superiores en la 

mediciones de fluorescencia y conteo con DAPI  de las células contaminadas L929 N cMc con 

respecto a la línea célular libre de contaminación L929 NL, indicando que la presencia de 

Mycoplasma sp. podría tener un efecto en la proliferación celular en el cultivo en estudio (Figura 

3A-B). No obstante, se evidenció un efecto negativo en la velocidad de proliferación de la línea 

celular al estar contaminada, la cual decreció de 2.0x10-2 cel h-1 en la medición a las 120 horas a 

1.8x10-2 cel h-1 en 140 horas de ensayo de proliferación, indicando preliminarmente que la 

presencia de Mycoplasma sp. generó un efecto negativo luego de 5 días de cultivo en la 

proliferación de la línea celular en estudio (L929 N cMc).   

Adicionalmente, en la Figura 5A se muestran las curvas de proliferación de las células L929 NT 

tratadas con concentraciones de 25 y 37.5 μg ml-1 de Plasmocin®. Estas curvas revelan 

velocidades de proliferación superiores en comparación con las líneas celulares no tratadas. 

Específicamente, se observaron tasas de proliferación de 2.1 x 10-2 células h-1 y 2.0 x 10-2 células 

h-1, respectivamente. Además, se encontró que el recuento de células con DAPI fue similar al 

de las células L929 N cMc al inicio del experimento, pero a diferencia de estas últimas, no 

mostraron un decrecimiento en la proliferación celular después de 5 días de crecimiento. 

Asimismo, se observó que las velocidades de proliferación entre las líneas celulares tratadas no 

presentaron diferencias significativas durante los primeros días del ensayo (72 horas). Sin 

embargo, a partir de las 96 horas de ensayo, se evidenciaron diferencias significativas tanto en 

el recuento de células con DAPI como en las unidades de fluorescencia emitidas en la reducción 

de resazurina. Esto indica que las células tratadas con concentraciones de 25 μg/ml y 37.5 μg/ml 
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de Plasmocin® mostraron velocidades de crecimiento de 3 x 10-2 células h-1 y 2.7 x 10-2 células 

h-1, respectivamente. Estos resultados sugieren que una mayor concentración de tratamiento 

puede tener un efecto en la proliferación celular. 

Por otra parte, en la Figura 5B se presentan las curvas de proliferación de las células L929 NT 

tratadas con concentraciones de 0.2 y 0.5 μg/ml de MRA. Se observó que las velocidades de 

proliferación fueron similares a las células tratadas con Plasmocin® y mostraron resultados 

superiores en términos de unidades de fluorescencia en comparación con las células L929 N 

cMc y L929 NL. Sin embargo, entre las células tratadas con MRA se evidenció una diferencia 

significativa a partir de las 120 horas de ensayo en las unidades de fluorescencia y en el recuento 

con DAPI. 

En particular, se observó que el tratamiento con 0.2 μg/ml de MRA (L929 NT 0.2 MRA) 

mantuvo una tendencia similar a la línea celular antes de su tratamiento (L929 N cMc). Sin 

embargo, posterior a las 120 horas de estudio de la proliferación, su velocidad de crecimiento 

disminuyó y se inició una fase de senescencia. Este comportamiento puede estar asociado a la 

presencia de un tratamiento o a efectos posteriores al mismo, como lo han establecido otros 

estudios (65). Durante el tratamiento, es posible que se produzcan efectos en la mitocondria 

que comprometan la inhibición o citotoxicidad celular mínima, lo que resulta en un decremento 

en la velocidad de proliferación en lugar de continuar con la tendencia de crecimiento 

exponencial observada en las células L929 NT 0.5 MRA y L929 NL(65). 
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Figura 5. Efecto de Tratamiento de Mycoplasma sp. con diferentes concentraciones de tratamiento en la proliferación de la línea L929 Nc tratadas 
(L929 Nc T). 

1.0 x 104 cel/ml L929 NT – Pase 3 en cada pozo (placa de 24 pozos) A. Evaluación de la proliferación mediante la medición de la fluorescencia 
con resazurina y conteo de número de células posterior al tratamiento con Plasmocin® en las dos concentraciones en estudio (25 μg /ml y 37.5 μg 
/ml). Las células fueron enumeradas usando tinción con DAPI B. Evaluación de la proliferación mediante la medición de la fluorescencia Resazurina 
y conteo de número de células posterior al tratamiento con MRA (0.2 μg/ml y 0.5 μg/ml) Las células fueron enumeradas usando tinción con DAPI. 

 

Estos resultados sugieren que, tras un tratamiento efectivo, las células lograron recuperar una 

velocidad de proliferación similar a la de la línea celular libre de contaminación (L929 NL). No 

obstante, es importante tener en cuenta que pueden haber ocurrido cambios irreversibles en el 

funcionamiento de la mitocondria, debido a las altas dosis utilizadas en el tratamiento, así como 

la activación o inhibición de la apoptosis debido a la presencia previa de Mycoplasma sp (86). 

Estos factores podrían haber influido en algunos de los resultados obtenidos. Por lo tanto, es 

crucial llevar a cabo un monitoreo continuo de las células después del tratamiento y verificar si 

se restablecen sus características de expresión normales. Esto garantizará la ausencia de efectos 

residuales del tratamiento y la identificación de posibles cambios irreversibles en la expresión 

celular que puedan afectar los resultados futuros. 

En la Figura 6 se observan la morfología de las células L929 nuevas contaminadas con 

Mycoplasma sp (L929 N cMc), libres de Mycoplasma sp (L929 NL) y posterior al tratamiento con 

las diferentes concentraciones de agente anti-micoplasma en imágenes de florescencia con 

DAPI y en campo claro, donde se puede evidenciar la diferencia en la morfología de las células 

L929 N cMc en la imagen de campo claro, con algunos pequeños cambios morfológicos en 

contraste con las células L929 NL. Adicionalmente, en la imagen de fluorescencia con DAPI, 

se observan algunos precipitados fluorescentes alrededor de las células, lo que implica la 

presencia de Mycoplasma sp. adherido a las células en el cultivo.  

Aunque la adhesión a las células se observa levemente en la imagen de fluorescencia, este es el 

principal y primer paso de colonización en el cultivo, y dado que el tiempo de exposición al 

medio contaminado con el patógeno era solo de 3 semanas, no se observan grandes precipitados 

como en la Figura 2C, donde el cultivo de L929 C había sido detectado con contaminación de 

Mycoplasma sp. meses atrás. (31,35). 

Adicionalmente, se observan las morfologías de las células de las células tratadas con los 

diferentes concentraciones y tratamientos donde se presentan leves cambios con respecto a las 
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células contaminadas posterior a su tratamiento, evidenciando levemente una mejoría en su 

morfología de elongación que puede estar relacionada con la presencia de un antibiótico de 

manera reiterativa por semanas. Cabe resaltar que al observar las imágenes de DAPI de las 

células tratadas al inicio del ensayo de proliferación, no se detectaron precipitados fluorescentes 

alrededor, que pudieran indicar la presencia de Mycoplasma sp. en el cultivo. Por lo tanto, se 

estableció de manera cualitativa que la erradicación había sido exitosa. Sin embargo, se 

observaron pequeños cambios en la morfología de las células, lo cual difiere de lo reportado 

por algunos autores que afirman que después del tratamiento se restablecen todos los 

mecanismos y características celulares de la línea celular antes de la contaminación (88). 

No obstante, la contaminación por Mycoplasma sp. puede haber ocasionado cambios 

irreversibles en las células, especialmente en las rutas metabólicas específicas, como la vía 

utilizada por las células para producir NAD a partir del ácido nicotínico (Ruta alternativa Preiss-

Handler) (88). Estos cambios pueden haber afectado la velocidad de crecimiento celular en las 

células afectadas y haber disminuido la apoptosis celular mientras Mycoplasma sp. estuvo 

presente. 

Adicionalmente, otros estudios han asociado mecanismos de transmisión de genes de 

resistencia a través de vesículas extracelulares durante la contaminación con Mycoplasma sp., lo 

que puede haber impactado la capacidad de las células para restablecer sus características 

originales. Sin embargo, Geyde et al., 2015 establece que estos procesos de transmisión y  

adherencia, así como las características celulares se restablecen lentamente una vez lograda una 

erradicación efectiva de la contaminación, lo que podría suceder en un futuro si se continúa 

realizando el seguimiento de las células tratadas (37,86). 
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Figura 6. Imágenes microscópicas cualitativas de las células en estudio posterior a los ensayos de tratamiento con las diferentes concentraciones. 
 
Imágenes en campo claro y con tinción con DAPI objetivo 10 X con aumento de 200 μm. L929 NL, L929N cMc, L929 N T25 μg /ml, L929 
N T 37.5 μg /ml, L929 N T 0.2 μg /ml, L929 N T 0.5 μg /ml. Placa de 24 pozos.  
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4.6 Ensayos de citotoxicidad de células contaminadas libres y tratadas, 

comparación del efecto del tratamiento.  

SDS es un surfactante aniónico usualmente empleado como componente en cosméticos y 

dentífricos debido a sus propiedades hidrofóbicas (89). Debido a su toxicidad moderada y que 

en altas concentraciones puede generar irritación y toxicidad dérmica, es empleado para la 

prueba de sensibilidad en la evaluación de citotoxicidad celular empleando ensayos de viabilidad 

con resazurina, rojo neutro y la reducción del Bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-

difeniltetrazol (MTT) para determinar las concentraciones que generan toxicidad y muerte 

celular (90). Debido a esto, en este estudio se seleccionaron diferentes concentraciones de SDS 

(2000 y 0.0002 μg ml-1) con el fin de comparar la respuesta de viabilidad celular de las células 

evaluadas L929 NL, L929 Nc T con las diferentes concentraciones de Plasmocin® y MRA y 

L929 N cMc.  

En la Figura 7A, se observa el porcentaje de viabilidad de las células en estudio al estar expuesta 

a diferentes concentraciones de SDS y una concentración control de tritón al 0.1% v/v, en esta 

comparación se obtuvieron resultados relevantes con respecto al efecto de la contaminación de 

Mycoplasma sp. y su tratamiento en el ensayo de sensibilidad y citotoxicidad de las células L929 

contaminadas con Mycoplasma sp., libres y tratadas. Las células que fueron tratadas mostraron 

resultados de baja citotoxicidad al emplear concentraciones entre 0.002 y 0.2 μg/ml de SDS y 

no mostraron diferencias significativas en los resultados obtenidos entre los diferentes 

tratamientos y las células L929 NL.  

Inicialmente, los resultados evidenciaron un efecto de citotoxicidad bajo entre 0.7 y 4.8% para 

las células tratadas con Plasmocin® a 25 μg ml-1 y 37.5 μg ml-1, respectivamente, indicando que 

el tratamiento evito un efecto citotóxico en las células al estar en contacto con las menores 

cantidades de SDS. De la misma manera, las células tratadas con MRA evidenciaron un efecto 

citotóxico reducido de 0.8 y 12.71% para las células tratadas con 0.2 μg/ml y 0.5 μg/ml, 

respectivamente, al estar expuestas a 0.002 μg/ml de SDS, indicando que la adición del 

tratamiento evitó también el efecto citotóxico esperado de más del 20% al estar en contacto 

con esta concentración mínima de SDS (Figura 7 a-b).  
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No obstante, se observaron diferencias significativas al exponer las células a concentraciones 

de SDS mayores a 2 μg/ml, lo que resultó en una citotoxicidad con diferencias significativas 

(p<0.001) entre los diferentes tratamientos y las células L929 NL. En todos los tratamientos, 

las células tratadas mostraron porcentajes de viabilidad superiores al 76%, mientras que las 

células libres de Mycoplasma sp y con medio contaminado (L929 N cMc) alcanzaron una 

viabilidad máxima de solo 27% y 28%, respectivamente (Figura 7b-c). Estos resultados indican 

que la respuesta a la concentración de 2 μg/ml de SDS fue similar en las células contaminadas 

y libres, pero se observó una posible protección contra el efecto citotóxico del SDS después del 

tratamiento. 

Con respecto a la concentración de 20 μg/ml de SDS, se observó una respuesta viabilidad 

diferente entre las células tratadas. Las células que fueron tratadas con Plasmocin® mostraron 

un respuesta ante la concentración de SDS de un porcentaje de viabilidad del 25%, mientras 

que las células tratadas con las diferentes concentraciones de MRA el máximo porcentaje de 

viabilidad fue de 12% con las células 0.2 MRA y 1.4%  con 0.5 MRA, revelando la viabilidad de 

las células tratadas con MRA al estar expuestas a una concentración mayor a 2 μg/ml era 

afectada en mayor proporción, concordando con los resultados de proliferación obtenidos, 

donde a las 72 y 96 horas de tratamiento con MRA las células decrecieron parcialmente su 

velocidad de proliferación (Figura 5B). 
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Figura 7. Evaluación del efecto del tratamiento de Mycoplasma sp. en la sensibilidad a la citotoxicidad con diferentes concentraciones de SDS. 
Comparación con la línea celular L929 Nuevas Contaminadas (L929 N cMc), L929 Nuevas libres de Mycoplasma sp.(L929N) 

1.0 x 104 cel/ml L929 N – Pase 3 en cada pozo (placa de 96 pozos). A. Evaluación de citotoxicidad de diferentes concentraciones de SDS en las 
células libres, contaminadas y tratadas (L929 NL, L929N cMc, L929 N T25 μg /ml, L929 N T 37.5 μg /ml L929 N T 0.2 μg /ml L929 
N T 0.5 μg /ml) mediante la medición de la reducción de resazurina. C1 2000 μg/ml, C2 20 μg/ml, C3 2 μg/ml, C4 0.2 μg/ml C5 0.0002 
μg/ml C+ Tritón 0.1% B.  Imágenes microscópicas cualitativas del efecto de las concentraciones de SDS de las células L929 NL. Imagen en campo 
claro Objetivo 10X-barra de escala 200 μm. C. Imágenes microscópicas cualitativas del efecto de las concentraciones de SDS de las células L929 N 
cMc. Imagen en campo claro Objetivo 10X-barra de escala 200 μm.   
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El efecto observado en las células libres de Mycoplasma sp. concuerda con los resultados 

obtenidos en el estudio realizado por Braut-Boucher et al., 2017. En ese estudio, se evaluó el 

efecto de diferentes concentraciones de SDS en las células endoteliales utilizando resazurina 

como indicador de viabilidad celular. Se encontró que las células alcanzaban una viabilidad del 

20% a una concentración de 100 μg ml-1 de SDS. En el caso de las células L929, los resultados 

de viabilidad mostraron que la citotoxicidad aumentaba de manera significativa a 

concentraciones superiores a 20 μg ml-1 de SDS (90).  

Este efecto citotóxico se evidencia en el estudio de Srikanth et al., (2020), donde utilizaron el 

SDS como control positivo de citotoxicidad en las células L929 donde se encontró que la 

adición de SDS en concentraciones de hasta 3.1 μg ml-1 generó un 20% de viabilidad, mientras 

que concentraciones mayores mostraron resultados de citotoxicidad con una viabilidad del 0% 

(91). Estos hallazgos respaldan los resultados obtenidos en nuestro estudio, donde se observó 

un efecto citotóxico en las células L929 cuando se utilizó SDS en concentraciones superiores a 

20 μg ml-1. 

Por otro lado, en el estudio realizado por Park et al., (2015), se evaluó el efecto del SDS en las 

células NIH 3T3 y HaCaT, donde se encontró que a concentraciones de 0.075%, se observaba 

un efecto en la viabilidad celular de más del 50%. Este resultado concuerda con los hallazgos 

obtenidos en con la concentración C3, donde las células contaminadas (L929 N cMc) y las 

nuevas células libres de Mycoplasma sp. (L929 NL) fueron afectadas en más del 50% de su 

viabilidad con concentraciones superiores a 2 μg/ml de SDS (89).  

Los resultados de viabilidad al evaluar las concentraciones de C4 y C5 coinciden con los 

reportados por Babich et al., (1997) en su estudio del efecto del SDS en células gingivales. En 

dicho estudio, no se observó un efecto citotóxico debido a las bajas concentraciones de SDS a 

las que fueron expuestas las células (92). Cabe resaltar que no se encontraron resultados que 

pudieran explicar la protección contra la citotoxicidad observada en las células tratadas la ser 

evaluadas con concentraciones de 2 y 0.2 μg ml-1 de SDS. 

Finalmente, se puede evidenciar mínimos cambios morfológicos entre las células L929 NL 

(Figura 7B) y L929 N cMc (Figura 7C) luego de estar expuestas a las concentraciones 0.2 μg/ml 

(C4) y 0.0002 μg/ml (C5) observando que hay pequeños efectos del SDS y evidenciando algunas 

células afectadas por estar contaminadas con Mycoplasma sp. No obstante, se presenta una 
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citotoxicidad consistente con los resultados de viabilidad para las concentraciones 2000 μg/ml 

(C1), 20 μg/ml (C2) y 2 μg/ml (C3) en la Figura 7A, lo cual demuestra que evidentemente la 

citotoxicidad con la concentración C1 fue radical y no se observan células supervivientes luego 

de estar en contacto con esta concentración.   
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5 Conclusiones  

5.1 Conclusiones  

1. Durante la comparación de métodos disponibles, se determinó que se requería el uso 

de dos métodos: uno tradicional y otro de alta sensibilidad, para la detección de 

Mycoplasma sp. en células L929 evaluadas (L929 C). Los métodos altamente sensibles, 

MycoAlert™ PLUS y PCR, demostraron una detección efectiva y corroboraron los 

resultados inicialmente obtenidos con la tinción de DAPI. 

2.  La evaluación de la erradicación de Mycoplasma sp. utilizando concentraciones de 25 y 

37.5 μg/ml de Plasmocin® indicó su efectividad para una eliminación definitiva. Se 

comparó con la capacidad de erradicación de MRA, que requirió hasta 4 semanas para 

ser efectiva. 

3. A pesar de la erradicación exitosa, la presencia de Mycoplasma sp. generó cambios 

mínimos en la velocidad de crecimiento de las células evaluadas, especialmente entre las 

120 y 144 horas de estudio. Las células tratadas con MRA mostraron una disminución 

en la velocidad de crecimiento, mientras que aquellas tratadas con Plasmocin® lograron 

recuperarla. 

4. En el ensayo de viabilidad celular, el tratamiento proporcionó protección adicional 

contra el efecto citotóxico, especialmente en bajas concentraciones de SDS. Aunque se 

observaron cambios leves en la morfología celular, indicando que la presencia previa de 

Mycoplasma sp. ya había afectado morfológicamente a las células. 
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5.2 Recomendaciones  

1. Se recomienda realizar la detección de la presencia de Mycoplasma sp. en las otras líneas 

celulares disponibles en el laboratorio, (Vero, U973, HEK 297, hMSC y CHO-s), con 

el fin de realizar una erradicación del patógeno en caso de estar presente y evaluar el 

efecto de la presencia de Mycoplasma sp. en sus velocidades de crecimiento.  

2. Se recomienda evaluar si el tratamiento con 25 μg/ml de Plasmocin® y 0.5 μg/ml de 

MRA adicionado a las células L929 N libres de Mycoplasma sp. puede también generar 

una protección adicional para aumentar la viabilidad celular al estar en contacto con 

diferentes cantidades de SDS y comparar si estos resultados coinciden la tendencia 

observada en este trabajo con las células L929 tratadas.  

3. Se recomienda establecer un protocolo de monitoreo de detección de Mycoplasma sp. 

constante de cada 3 meses de las células en uso con el fin de prevenir posibles 

contaminaciones y garantizar la validez de los resultados obtenidos en futuras 

investigaciones.  
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6 Anexos  

6.1 Curva de calibración de resazurina y numero de células   

Como se describió anteriormente en el numeral 3.5.1, se realizó una curva de calibración para 

establecer cuantificar la cantidad de células presentes mediante la reducción de resazurina 

obtenida(93), para ello se emplearon las concentraciones ya descritas y se realizó la medición 

con las longitudes de onda de excitación y emisión de 590 y 530 nm, respectivamente . El 

control negativo empleado fue medio DMEM con resazurina 10% v/v, su fluorescencia fue 

restada de los valores obtenido en cada una de las mediciones de 100 μl por triplicado en la 

placa de 96 pozos. 
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Figura 8. Curva de calibración de resazurina en una placa de 96 pozos de las células L929 C, lectura por triplicado. 
R2=0.996. X= células adheridas L929 C, Y= unidades relativas de fluorescencia 
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Figura 9. Curva de calibración de resazurina en una placa de 96 pozos de las células L929 C, lectura por triplicado. 
R2=0.996. X= células adheridas L929C, Y= unidades relativas de fluorescencia 
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