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INTRODUCCION 

La Pleuropneum,on!a Contagiosa Caprina ee una entidad 
cl:!nica descrita en M~xico desde 1964, la cual es producida -­
por el Iücoplasma micoides var. capri (8). 

Esta entidad patoldgica fue conocida desde 1873, por 
los trabajos de Thomas en Argelia (5); sin embargo, no es sino 
hasta el año de 1949 en que Shirlow y posteriormente en 1951 -
Longley que establecen en forma definitiva la naturaleza etio¡ 
16gica de esta enfermedad (8). 

Esta afecci6n se presenta en algunos países Europeos 
como Alemania, Italia, Grecia, Bulgaria, Oeste de Francia y E~ 

pafia, Este y Oeste del Continente Africano, así como países -­
del Medio Oriente como la India, Pakistán y Turquía en donde -
tiene considerable importancia econ6mica (4-5-12). 

En la RepÚblic.a Mexicana, Aluja de S.A. en una gran­
ja en el Estado de Puebla en febrero de 1964, describe clínica 
y patol6gica.mente un caso de Micoplasmosis (1). 

De este caso clínico R •. M. Chan aisl6 un agente que 
patol6gica y serol6gicamente fue identificado como Micoplasma 
micoides var. capri, utilizando pruebas diferenciales de Fija­
ción de Complemento (7). Esta cepa, es la "cepa :Puebla" objeto 
del presente estudio y cuyo nombre obedece a razones de su - -
procedencia. 

En M~xico la Pleuropneum.onía Contagiosa Caprina ha -
tomado una gran importancia debido a que es una infección que 
se encuentra ampliamente diseminada en varios estados de la -­
República (3). 

En esta consideraci6n, y para contribuir al estudio 
de la naturaleza biol6gica de esta cepa, el propósito de este~ 



trabajo experimental es el de conocer cuales son los posibles 
efectos que distintos agentes físicos podrían ejercer sobre el 
Micoplasmn micoides var. capri "cepa Puebla", cuando éstos son 
inducidos bajo condiciones de laboratorio sobre él mismo. 

Los agentes experimentados cuyos efectos sobre la -­
"cepa Puebla" se escribirán; fueron, la tempera-tura en distin­
tos grados, deshidrataci6n y la congelaci6n a -8o0 c ·y desconge 
laci6n a 37º0. -
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MATERIALES Y METODOS 

Los medios sintéticos enriquecidos con suero de ca-­
ballo en que se propag6 la "cepa Puebla" de Micoplasna micoides 
var. canri fueron los siguientes: 

- Caldo Infusión de Coraz6n ... C.I.C.- Este medio de cul 
tivo consisti6 en Caldo Infusi6n de Coraz6n con 1% de proteosa 
peptona No. 3 y 1% de extracto de Levadura. Todos estos ingre­
dientes fu.eran disueltos en agua destilada estéril, el pH - -­

ajustado a 7.9 con soluci6n 10/N de NaOH, envasados en tubos -
con tap6n de baquelita de 20 mi. de capacidad y esterilizados 
en la autoclave a 15 libras de presión (121°c) durante 15 min~ 
tos, manteniéndose en refrigeración hasta el. momento de su uso 
en ~ue fueron enriquecidos con un 10% de suero estéril de ca-­
ballo, inactivado a 56°C. durante 30 minutos y luego adiciona­
dos de 500 U.I. de penicilina G. s6dica cristalina por ml. de 
medio y una solución de acetato de talio en la proporci6n de 1 
a 4000. 

Agar Infusión de Coraz6nll-A.I.C.- Este medio de cul­
tivo consisti6 en Agar Infusi6n de Coraz6n con 1% de proteosa 
peptona No. 3 y 1% de extracto de levadura. Los ingredientes -
anteriores fueron disueltos en agua destilada estéril, y ajus­
tado el pH a 7. 9 con una solución de NaOH 1 0/N; que luego se -­
esterilizó en autoclave a 15 libras de presión (121°c) durante 
15 minutos, y enfriado a 56°c. fue adicionado de un 10% de - -
suero estéril de caballo, 500 U.I. de penicilina G sódica - -
cristalina por ml. de medio y acetato de talio en la proporción 
de l a 4000. El medio se distribuyó en cajas de Petri de 40mm 
de diámetro dejándose a la temperatul'a de 23°c durante 6 u 8 -
horas después de las cuales, se mantuvo en refrigeración hasta 
el momento de su uso • 

... Todos los reactivos utilizados en estos medios fueron 
de loa Labs. Difco• 



Estos medios antes de ser utilizados en los experime!l 
tos fueron rigurosamente probados por su capacidad para promo­
ver el crecimiento del Micoplasm.a en estudio. 

Cepa Puebla de Mico:plaema micoides.- Esta cepa fue -
obtenida de un caso de Pleuropneumonia Caprina Contagiosa que 
se present6 en el Estado de Puebla (1) por lo cual recibe ese 
nombre. 

Después de ser comprobada su virulencia en una cabra 
susceptible de la que se recuperó de exhudado pleural en forma 
pura, fue envasada en ampolletas de 1 ml. liofilizada y guard~ 

da as! en condiciones de refrigeraci6n hasta el momento opor"t!!, 
no de su uso de acuerdo como fue requerida en cada uno de los 
experimentos conducidos. 

Diseño Experimental.- Puede decirse que éste varió -
en cada uno de los cuatro experimentos realizados en este es"t!!, 
dio. 

EXPERilíENTO No. l.- Se investig6 el efecto de la tem 
peratura que consistió en exponer al microorganismo en estudio 
a la temperatura constante de 56°0 en "baño maría" y a difere!l 
tes tiempos de exposición, como fueron e, 15, 30, 45 y 60 min~ 
toe, tiempos precisos en los que se exploró el número de micr~ 
organismos que fueron inactiva~os, utilizando la técnica de la 
cuenta de colonias en medio de agar¡ y en el que se consideró 
el crecimiento de una colonia de Nicoplasma como un microorga­
nismo viable. Esta exploración fue posible mediante el proce­
dimiento .de diluciones decimales en caldo infusión de corazón, 
practicada en cada una de las muestras expuestas a la tempera­
tura en diferentes tiempos. Cada una de las diluciones practi­
cadas hasta 106, fueron exploradas por el número de microorga­
nismos utilizando 2 cajas de agar por dilución. 



El efecto de la temperatura en este experimento fue 
rigurosamente controlado por una muestra testigo avaluada a la 
O horas de estudio. 

EXPERIMENi'O No 2.- En este experimento se estudió el 
posible efecto de la Liofilización sobre el l•.Jicoplasma micoides 
var. ·capri "cepa Puebla". 

Para el efecto de un cultivo de 48 hrs. en caldo in­

fusión de corazón se envasó 1 ml. del mismo en 10 ampolletas -
de 5 ml. de capacidad. De estas ampolletas una fue in.~ediata-­
mente explorada por la técnica de las diluciones decimales en 
serie, y su cultivo subsiguiente en cajas de aear, para conocer 
el número de microorganismos viables existentes en el momento 
de realizar el envasado, y sirvió ae! como testigo de referen­
cia de la cantidad de micoplasma utilizado. Las otras 9 ampo-­
lletas conteniendo exactamente la misma cantidad de cultivo 
que la 0J11.polleta testigo fueron inmediatamente liofilizadas 
utilizando una liofilizadora VirTis :B'reeze-l'lobile pequeiia de -
laboratorio. fr..mediatamente después de que la liofilización se 
logró en estas 9 ampolletas experireentales, una de ellas fue -
separada para investigar exactaz:¡ente igual que como en la tes­
tigo, la cantidad de microorganismos !>res en tes, buscando en -­
cualquier diferencia posible el efecto directo de la liofili7.E_ 
ci6n. las 8 ampolletas restantes se almacenaron en condiciones 
de refrigeración para luego ser exploradas t&~bién por la can­
tidad de microorganismos presentes a 24 horas 1, 2, 3, 4, 5, 6 
y 7 semanas en que se diÓ por concluida la exploración. Esto -
Últir.lo fu.e una pequeña introducción en la exploración de la e~ 
ta.bilid!1d de la "cepa Puebla" en condiciones de deshidratación. 

Ell~RTIIIENTO No. 3.- Este experÍl'i!ento se hizo para e~ 
tudiar el efecto del medio ambiente sobre la "cepa fueble." del 
Micoplasma micoides; y para este fin, un cultivo de 4-8 hrs. en 
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caldo infusi6n de coraz6n se distribuy6 en cantidades de 1 ml. 

en 8 ampolletas de 5 ml. de capacidad. De estas ampolletas una 
fue irunediatamente explorada por la técnica de las diluciones 

deci.r:iales en serie y su cultivo en cajas de agar, para concce:r 

el mSm.0ro de microore:mismos viab1es existentes en el lllOmento 

de realizar el envasado, y servir así como testigo a.e referen­

cia de la cantidad de 1licoplasma en el cultivo li.tili:>:ado. las 

otras 7 ~pelletas conteniendo la misma cantidad de cultivo -

q_ú.e la ampolleta testie;o fueron cerradas a tem-r.eratura umbien­

te de 22°c, para después Rer estudia6as por la croitidad de - -

microorganismos viables a los distintos periodos de 1, 2, 3, 4, 

5, 6 y 7 seniane.s en que se dio por terminada la e:xplor:::.ción. 

Todos los cultivos exr-loratorios en agar infusi6n ae 

coraz6n fueron evaluados hasta después ele 72 hrs. de incubación 

a 37ºc. 
EX1'El-tll:31:Tü No. 4.- Este fue diseñado para explore.r 

el posible_ efecto de la con¡;;elaci6n y descongelación sobre la 

·~cepa Puebla" de kico1Jlasma micoides. T.le un cultivo joven de -

48 hrs. en caldo infusión de ccrazón, se tomaron 10 ml. del -­

mismo, g_ue fueron colocados en un tubo de viorio con tapón de 

baquelita donde se sollietieron a la acción de varios ciclos rR­
pidos de contelaciór. a. -ecºc, obtenidos con una mezcla de hie­

lo s!?co y r:ücohol etílico, y <le desconeelaci6n ré.pir.a t2.mbién 

lof7rada i,or la iru11ersi6n del cultivo con5elado en "bafio maría" 

G. 37ºc. 1.Jes:rués c1e cada ciclo de concelación y desccn,c·elación 

que tomaron :periodos ex;-:eril.'lentales de 3 minutos ae tier:-1po, ee 

e:q;lor·aron las cantidades de microorganismos habiéndose efectu~ 

do estudios exploratorios basta después de 5 ciclos de conEel~ 

ción y 6.escongelación. Como referencia de la cantidad original 

de ~icroorr,anismos qu~ contenía el cultivo usado en este expe­

rkento, e im:iediatamente antes de recibir los tratamientos -­

respectivos se practicó la titulación correspondiente en cajas 

e.e age.r donde se calcul6 la concentración original (:e l·Iico:pla~ 

rr.a micoióes var. capri. 
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RESULTADOS 

Los efectos que sobre la viabilidad del Micoplasma 
micoides var. capri "cepa Puebla" tuvieron algunos agentes -­
físicos como la temperatura a 56°c, temperatura ambiente, li.2, 
filización, refrigeración en forma liofilizada y varios ciclos 
de congelación y descongelación, se muestran claramente en las 
tablas r, II, III y IV y también en las gráficas 1, 2, 3, 4 y 

5 donde se trató de representar en forma fácil el efecto que -
sobre la viabilidad del microorganismo tuvieron en este expe-­
rimento los agentes físicos ya mencionados. 



TABLA 1. Efecto de ta temperatura de 56°C. a distintos periodos de tiempo sobre la viabilidad 

del Micoplnsma micoides var. capri "cepa Puebla" 

Microorganismos viables a distintos tiempos de exposición <min. > 

Nº INICIAL DE MICRO -
ORGANISMOS. 

1 5 3 o 4 5 6 o 

4.1 X 105 6.1 X 10 7 o o 

-----·--·--------·---·---------~-... --·--····-··---------·-------------------·-·-~----~~----~------~----------·----------~·-----··------------





.. _ ----- ·-·-· -- . ---------·--- -------"·~- -

TABLA 11 Efecto de la liofilización sobre Micoplasma micoides var capri ''cepa Puebla" y estabi -

lidad del mismo en refrigeración y en forma liofilizada. 

Nº INICIAL DE Microorganismos viables inmediatamente después de la liofilización y a distintos 

MICOPLASMA periodos. 
VIABLE. 

lal 
o hrs. 24 hrs. 1 setm. 3 sem. 4 sem. 5 isem. 6 sem. 7 sem. 

3.58X10., 
6 6 6 6 6 6 6 6 

2.3 X 1 O 2.48X10 2.36X10 2.59 X 1 O 2.75X10 2.43 X 10 2.43 X 10 2.39 X 10 

a) Inmediatamente desputs de haber sido liofilizado. 

---------·~- ···---·---··-- ------------- --------. --·· .--.- -- -----~---·--------··--------·--------~-------------
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GRAFICA 2.- Efecto de la liofiliZ&lciÓn sobre ln -
"cepa Puebla" del Micoplasma micoides var. caprl. 
A.-Antes de liofilizar. 
B.-Después de liofilizar. 
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TABLA 111. -Estabilidad del Micoplasma micoides vnr. capri "cepa Puebla" a temperatura ambien­

te dto 22°C. en medio Líquido de Caldo Infusión de Corazón. 

Nº INICIAL DE MICO- MICROORGANISMOS VIABLES A DISTINTOS PERIODOS DE ESTUDIO. 

PLASMA VIABLE. 

1 sem. 2 sem. 3 sem. 5 sem. 6 sem. 7 sem. 

3.58 X 107 7 6 5 105 10 5 4 
1.6 X 10 1.36 X 10 5.02 X 10 3.12 X 1.33 X 1.58x 10 

··-·----·-------~-----·-------------·---------------,----~-----------------------.-.--------------~--------------------~--------
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TABLA IV.- Efecto de ta congelnciÓn rápida il -80°C •. y descongelación inmediata con "baño -

maria" 'a 37ºC. sobre el micoplasmn mi coi des var. capri "cepa Puebla". 

MICROORGANISMOS VIABLES DESPUES DE CADA CICLO DE CONGELA-

CION Y OESCONGELACION. (a> 
Nº INICIAL DE MICROOR -
GANISMOS. . 1 3 4 5 6 

8 7 7 7 107 3 )( 10
7 

1. o 7 X 1 o 8.015 X 10 7.Z45 X 10. 6.175 X 10 4.645 X 

<a> La duración de cada ciclo fué de aproximadamente 3 minutos. 
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CICLOS DE CONGELACION Y DESCONGELACION 

GRAFICA 5.- Efecto de la Congelación rápida a - 80 ºC. 
y descongelación inmediata a 37°C. sobre Mic·oplasma 
m1coides var. capri "cepa Puebla". 



DISCUSION 

1.- La 11 cepa Puebla" oel Jüicoplasma micoicles expuesta 

a 56ºc en "bru1o mar:!a 11
, fue nfectacta en forma drástica en el -

primer periodo de exposición de 15 minutos, quedando unos cu~ 

tos microorganismos, los cuales fueron inhibidos en los dos -­

siguientes periodos que fueron de 30 y 45 minutos. ~or lo t~.n­

to, la inhibici6n total se obtuvo a los 45 minutos de exponi-­

ci6n, siendo estos resultados sen:ejantes a los obtenidos !1or -

otros autores (12). 
2.- La liofilizaci6n 8.fect6 a la "cepa 1-uebla" del -

Micoplasma micoides en 93. 5'.;~, sin embargo, los microorganismos 

sobrevivientes permanecieron viables y en cantidades constantes 

durante el tiempo en que se realizó este experimento. Sn los -

resultados obtenidos se observa que el número de microoreanis­

ROS en O horas es ~enor que en los demás tiempos, lo cual nos 

indica que tal vez hubo un error en el conteo de microorg~~is-

moa. 
3,- El J:.icoplasma micoides var. capri "cepa Puebla" 

expuesto a la temreratura ambiente en medio lÍr¡uiclo de caldo -

infusión de coraz6n, fue inhibido lentai;;ente • .=:Bte efecto 1mno 

ser debido tal vez a un agotaniento en el medio de !'rincipios 

nutritivos, can.bio en el pE, que hicieron que las condiciones 

de supervivencia de lrs n:icroorc;nnismos no fueran ideales. 

4.- La congelación rápida y la de:;:conc;elaci6n inmediQ 

ta afectó en un 72~:., la viabilidad de la "cepa l'uebla" en los 6 

ciclos efectuados. Como se puede observar en la gr-¿fica 5, el 

efecto alcanz6 en el primer ciclo hasta un 24;~ de inuctivación, 

para luego experimentar en los siguientes ciclos, cono se puedd 

observar en la gráfica I:JÚs ina.ctivaci6n ~-:ero de nenor valor -­

hasta la te:rninaci6n del experimento. 
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CONCLUSIOliES 

1.- La temperatura de 56°0 fue capaz de inactivar a 
la "cepa Puebla" del Micoplasma micoides var. capri en un - -
periodo de 45 minutos de exposición. 

2.- La liofilización tuvo 1lll efecto inactivante so­
bre l~ "cepa Puebla" hasta de un 93%. 

3.- Los microorganismos que sobreviven a la acción 
de la liofilización permanecen viables durante largo tiempo -
sin experimentar inactivación aparente. 

4.- La "cepa Puebla" del Micoplasma micoides var. -
capri en medio líquido de caldo infusión de corazón se inacti­
va en forma lenta y progresiva a la temperatura ombiente de --
2200. 

5.- Los ciclos rápidos de congelación y descongelación 
inmediata de la "cepa Puebla" estudiada, tuvieron un efecto de 
inactivación sobre el microorganismo hasta de un 72% experime~ 
ta.do después de 6 ciclos practicados. 

El··primer ciclo de congelación y descongelación tuvo 
un efecto inactivante de un 25%, despué~ del cual, el promedio 
de inactivación progresiva que sufrieron los microorganismos -
entre cada ciclo de loe 6 practicados, fue de 13% aproximada-­
mente. 
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