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INTRODUCCION

La Pleuropneumonia Contagiocsa Caprine es una entidad
clinica descrita en México desde 1964, la cual es producida --
por el Micoplasma 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 afio de 1949 en que Shirlow y posteriormente en 1951 ~
Longley que establecen en forma definitiva la naturaleza eticd
18gica de esta enfermedad (8).

Esta afeccidn se presenta en algunos pafses Europeos
eomo Alemania, Italia, Grecia, Bulgaria, Oeste de Francia y Eg
pafia, Este y Oeste del Continente Africano, as{ como pafses --
del Medio Oriente como la India, Pakistdn y Turqufa en donde ~
tiene considerable importancia econémica (4-5-12).

En 1la Repdblica Mexicana, Aluja de S.A. en una gran-
ja en el Latado de Puebla en febrerc de 1964, describe c¢lfnica
vy patoldgicamente un caso de Micoplasmosis (1).

De este caso clfnico R..M. Chan aislé un agente que
patoldgica y seroldgicamente fue identificado como Micoplasma
micoides var. ecapri, utilizando pruebas diferenciales de Pija-
cién de Complemento (7). Zsta cepa, es la "cepa Puebla" objeto
del presente estudio y cuyo nombre obedece a razones de su - -
procedencisa,

En México la Pleuropneumonfa Contagiosa Caprina ha -
tomado una gran importanciam debido a que es una infeceidn aue
Se encuentra amplismente diseminada en vaerios estados de la --
Repdblica (3). '

En esta consideracidén, y para contribuir al estudio
de la naturaleza biol6gica de esta cepa, el propbesito de este-
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trabajo experimental es el de conocer cuales son los posibles
efectos que distintos agentes fisicos podrfan ejercexr sobre el
Micoplasma micoides var. capri "cepa Puebla", cuando dstos son
inducidos bajo condiciones de laboratorio sobre €l mismo.

Los agentes experimentados cuyos efectos sobre la --
"cepa Puebla" se escribirdn; fueron, la temperatura en distin-

tos grados, deshidratacién y la congelacién a -80°C.y desconge
lacién a 37°C.
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MATERIALES Y METODOS

Tos medios sintéticos enriquecidos con suero de ce~-
ballo en que se propagé la “cepa Puebla" de Micoplasma micoides
var. cavri fueron los siguientes:

Caldo Infusién de Corazén  C.I.C,- Este medio de cul
tivo consistié en Caldo Infusién de Corazén con 1% de proteosa
peptona No, 3 ¥ 1% de extracto de Levadura. Todos estos ingre-
dientes fueron disueltos en agua destilade estéril, el pH - --
ajustado a 7.9 con solucién 10/N de NaOH, envasados en tubos -
con tapén de baquelita de 20 ml. de capacidad y esterilizados
en la autoclave & 15 libras de presidn (121°C) durante 15 minu
tos, manteniéndose en refrigeracidn hasta el momento de su uso
en gque fueron enriquecidos con un 10% de suero estéril de ca--
ballo, inaciivado a 56°C, durante 30 minutos y luego adiciong~'
dos de 500 U.I. de penicilina G. sédica cristalina por ml. de
medio y una solucidn de acetato de talio en la proporecidn de 1
a 40C0. )

Agar Infusién de Corazén 4.1.C.- Este medio de oul-
tivo consistié en igar Infusién de Corazén con 1% de proteosa
peptona No. 3 y 1% de extracto de levadura. Los ingredientes -
anteriores fueron disueltos en aguaz destilada estéril, ¥ ajuse
tado el pH a 7.9 con una solucién de NeOH IO/N{que luego se =~
esterilizé en autoclave a 15 libras de presidn (121°C) durante
15 minutos, y enfriado a 56°C. fue adicionada de un 10% de = =
suero estéril de caballo, 500 U.I. de peniciline G sddica ~ =
cristalina por mli. de medio y acetato de talio en la proporcién
de 1 a 4000. El medio se distribuyd en cajas de Petri de 40mm
de didmetro dejdndose a la temperatura de 23°C durante 6 u 8 -

horas después de las cuales, se mantuvo en refrigeracidn hasta
el momento de su uso.

X Todos los reactivos utilizados en estos medios fueron
de los Labs. Difeco.




Estos medios antes de ser utilizados en los experimen
tos fueron rigurosemente probados por su capacidad para promo-
ver el crecimiento del Micoplasma en estudia.

Cepa Puebla de Micoplasma micoides.- Esta cepa fue -
obtenida de un caso de Pleuropneumonia Caprina Contagiosa que
se presentd en el BEstado de Puebla (1) por lo cual recibe ese
nombre.

Despuds de ser comprobada su virulencia en una cabra
susceptible de la que se recuperd de exhudado pleural en forma
pura, fue envasada en ampolletas de 1 ml. liofilizada y guarda
da asf en condiciones de refrigeracidén hasta el momento oportu
no de su uso de acuerdo como fue requerida en cada uno de los
experimentos conducidos.

Digefio Experimental.- Puede decirse que éste varid -
en cada uno de los cuatro experimentos realizados en este estu
dio.

EXFERIMENTO No. l.- Se investigd el efecto de 1la tem
peratura que consistid en exponer al microorganismo en estudio
a la temperatura constante de 56°C en "baflo marfa" y a diferen
tes tiempos de exposicién, ecomo fueron C, 15, 30, 45 y 60 minu
tos, tiempos precisos en los que se exploré el numerc de micro
organismos que fueron inzctivaios, utilizando la técnica de 1la
~cuenta de colonias en medio de agar; y en el que se considerd
el crecimiento de una colonia de Nicoplasma como un microorga-
nismo viable. Esta exploracidn fue posible mediante el proce~
dimiento .de diluciones decimales en caldo infusién de corazénm,
practicada en cada una de las muestras expuestas a la tempera-
tura en diferentes tiempos. Cada una de las diluciones practi-
cadas hasta 156, fueron exploradas por el nimero de microorga-
nismos utilizando 2 cajas de agar por dilucidn.
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E]l efecto de la temperatura en este experimento fue
rigurosamente controlado por unsa muestra testigo evaluada a la
-0 horas de estudio, _

' EXPERIMENTO Ko 2.- En este experimento se estudié el
posible efecto de 1la Liofilizacidn sobre el liicoplasma micoides
var. capri “cepa Puebla'.

Para el efecto de un cultivo de 48 hrs. en calde in-
fusién de corazdn se envasd 1 ml. del mismo en 10 smpolletas =
de 5 ml, de caracidad. De egtas ampolletas una fue inmediata--
mente explorada por la téenica de las diluciones decimales en
serie, y su cultivo subsiguiente en cajas de agar, para conocer
el nimero de microorganismos viables existentes en el momento
de realizar el envasado, y sirvid as{ como testigo de referen-
c¢ia de la cantidad de micopnlasma utilizado. Iias otras 9 ampo--
lletas conteniendo exactamente la misma cantidad de cultivo -—-
que la ampolleta festigo fueron inmediatamente licfilizadas —-
utilizando una liofilizadora VirTis ¥reeze-liobile pequefia de -
laboratori(Q. inmediatamente después de gue la liofilizacidn se
logrd en estas 9 ampolletas experimentales, una de ellas fue -
separada para investigar exactamente igual que como en la tes-
tige, la cantidad de microorganismos nresentes, buscando sn --
cualguier diferencia posible el efecto directo de la liofilima
cibn. las 8 ampolletas Tegstantes se almacenaron en condiciones
de refrigeracidn para luego ser exploradas también por la cane-
tided de microorganismos presentes a 24 horas i, 2, 3, 4, 5, 6
y 7 semanas en que se did por coneluida la exploracidn, Esto -
Ultimo fue una pequefia introduccidén en la exploracidn de la eg
tabilided de la “cepa Puebla" en condiciones de deshidratacidn.

EXYERIMENTO No. 3.~ Este experimento se hizo vara es
tudiar el efecto del medio ambiente sobre la "cepa Iuebla" del
Micoplasma micoides; y para este fin, un cultivo de 48 hrs. en
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_¢aldo infusidn de corazdn se distribuyé en cantidedes de 1 ml.
en 8 ampolletas de 5 ml. de capacidad. Ue estas ampolletas una
fue inmedistamente explorada por la técnica de las diluciones
decimales en serie y su cultivo en cajas de agar, para conccer
el nimero de miecrcorganismos viables existentes en el momento
de realizar el envasado, ¥y servir asi comc itesticoe de referen-
cia de la cantidad de Micoplasma en el cultivo vitilizado. las
otras 7 ampolletas conteniendo la misma cantidad de cultive -
cue la zmpolleta testigo fueron cerradas a temrperatura ambien-
te de 22°C, pera destuds ser estudiadas por la cantidad de - -
microorganismos viables & los distintos periodos de 1, 2, 3, 4,
5, 6 y 7 samanas en gue se 4io por terminada la explorzeidn.

Todos log cultivos exrloratorios en agar infusién de
corazbn fueron evaluados hasta despuds de 72 hrs, de incubaeidn
a 3700.

EXPERIEZLTU FNo. 4.~ Zste fue disefiado para explorar
el posible efecto de la congelacidén y descongelacidn sobre 1o
"cepa Puebla'" de kiicoplasma micoides. Ue uwn cultivo joven de -
48 hrs, en caldo infugidn de cerezdn, se tomaron 10 ml. del -~
mismo, aue fueron colocados en un iubo de vidrio con tapdn de
baquelita donde se sometieron 2 la accidn de varios ciclos ré-
pidos de congelacidn = ~80°C, obtenidos con una mezcla de hie-
1o ssco y alcohol etiliec, y de descongelacidn rdpica también
lograda [or la imnersién del cultive congelmdo en "baiio marfa"
o 3700. Lespués de cada ciclo de congelacidn y descengelacidn
que tomaron veriodos exrerimenteles de 3 minutos de tiempo, =e
exploraron las cantidades de microorganismos habidndose efectua
do estudios exploratorios hasta después de 5 ciclos de congelg
cién y descongelacidn, Como referencia de la cantidad original
de microorganismos que contenia el cultivo usado en este exve-
rimento, e inmediataménte antes de reecibir los tratamientos —-
respectivos se practicd la titulacidn correspondiente en cajas

de ager donde se calculd la concentracidn original de kiicoplas
ma micoldes var. capri.
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RESULTADOS

Los efectos que sobre la viabilidad del Micoplasma
micoides var. capri "cepa Puebla" tuvieron algunos agentes ——
fisicos como la temperatura a 56°C, temperatura embiente, lio
filizacidn, refrigeracién en forma liofilizade y varios cieclos
de congelacidn y descongelacidn, se muestran claramente en las
tablas I, II, III y IV y tombién en las gréficas 1, 2, 3, 4 ¥
5 donde se traté de representar en forma fdcil el efecto que -
sobre la viabilidad del miecroorganismo tuvieron en este expe--
rimento los agentés f{sicos ya mencionados.




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

del Micoplasma micoides var. capri “cepa Puebla”

Microorganismos viables a distintos tiempos de exposicion (min.)

N® INICIAL DE MICRO - s

ORGANISMOS,
15 30 45 60

v st .y,
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TABLA | Efecto de la liofilizacion sobre Micoplasma micoides var capri” cepa Puebla” y estabi -

lidad del mismo en refrigeracion y en forma liofilizada.

N° INICIAL DE Microorganismos viables inmediagtamente después de la liof ilizacion y a distintos
MICOPLASMA periodos, '
VIABLE.
{a)
0 hrs. 24 hrs. 1 sem, 3 sem. 4 sem, 5 sem, 6 sem, 7 sam,
7 6 6 6 5 6 6 5 6
3.58X10 23x% 180 248 X10 2.36 X 10 25810} 2.75x10 243X 10 243 X 10 2.38 X 10

a) Jnmediatamente después de haber sido liofilizado.
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MILLONES DE MICROORGANISMOS VIABLES

36

344

324

167 M‘rﬂ

12-

"84

GRAFICA 2.- Efecto de ia liofilizacicn sobre la -
“cepa Puebla” del Micoplasma micoides var. capri.

A.- Antes de liofilizar.
B.- Despues de liofitizar.
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TABLA ill. -Estabilidad del Micoplasma micoides var. capri “cepa Puebla’

te de 22°C. en medio tiquido de Caldo Infusidn de Corazon,

a temperatura ambien-

N° INICIAL DE MICO-
PLASMA VIABLE.

MICROORGANISMOS VIABLES A DISTINTOS PERIODOS DE ESTUDIO.

1 sem.

2

sem.

3 sem.

5 sem.

6

sem.

7 sem.

3.58 x ‘IO7

1.6 x 10

1.36 x ’lO6

5.02 x 10°

312 x 10°

133 x 10°

1.58 x 10"

o S Aol B .. B .. ...




1

pp

T

T

ERLUHE

1235

1

T

AN

L ————



n 17135

Tra iy

|

i
x‘d

ok

ki

iiddd

bl

taprel
3
Y

bl

T

£

\
Y
5

Al

1) E

i
]

&

dindeli

iy

iR 2k

T

i

Ligi

+ armz




b 4 47 s A e 7 g T A o e e 0

TABLA |V.-Efecto de la congelacion rapida a -80°C. y descangetacion inmediata con “bafio. -

maria” ‘a 37°C. sobre el micoplasma micoides var. capri “cepa Puebla®.

L
MICROORGANISMOS VIABLES DESPUES DE CADA CICLO DE CONGELA-
CION Y DESCONGELACION.'?!
N INICIAL DE MICROOR -
GANISMOS. K 3 4 5 5
8 7 7 7 7 7
1,07  x 10 8.015 x 10 |7.245 x 10° 6175 x 10" 4645 x 10 3% 10 :

(a) La duracion de cada ciclo fue’” de aproximadamente 3 minutos.
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MILLONES DE MICROORGANISMOS VIABLES
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CICLOS DE CONGELACION Y DESCONGELACION
GRAFICA 5.- Efecto de la Congelacion rdpida a -80°C.

y descongelacion inmediata a 37°C. sobre Micoplasma
micoides var. capri “cepa Puebla”,




DISCUSION

l.~ Ia "cepa Puebla" del hicoplasma micoides expuesta
a 56°C en "bafio marfa", fue afectada en forma dristica en el -
primer periodo de exposicidén de 15 minutos, guedando unos cusn
tos microorganismos, los cuales fueron inhibidos en los dos —-
siguientes reriodos que fueron de 30 y 45 minutos. Por lo tan-
to, la inhibicién total se obtuvo a los 45 minutos de expogi-—-
cidn, siendo estos resultados semejantes a 1os obtenidos mor -
otros autores (12).

2.~ la liofiligacién aofectd a 1la “cepa Fuebla" del -
Micoplasma micoides en 93.5%, sin eﬁbargo, los mieroorganismos
sobrevivientes permanecieron viables y en cantidades constantes
durante el tiempo en gue se realizd este exverimento, In los -
resultados obtenidos se observa que el nimero de microorsanis-
mos en O horas es menor oue en los demds tiempos, 1o cual nos
indica que tal vez hubo un error en el conteo de microorganis-
mos.

3.~ El licoplasma micoides var. capri "“cepa Fueblal
expuesto a la temreratura ambiente en medio 1fquido de caldo -
infusién de corazén, fue inhibido lentamente. Zste efecio pudo
ser debido tal vez a un zgoiamiento en el medio de rrincipios
nutritivos, cembio en el pH, que hicieron gue las condiciones
de suvervivencia de lcs microorganismoes no fueran ideales,

4.- La congelacidn rdpida y la descongelacién inmedig
ta afectd en un 72% la viabilidad de la "cepa Puebla" en los 6
ciclos efectuados. Comc se puede observar en la grifica 5, el
efecto alcanzd en el primer ciclo hasta un 24% de inactivacidn,
para luego experimentar en los siguientes ciclos, como se puedd
observar en la gridfica nds inactivacidn rTero de menor valor —-
hasta la terminacidn del experimento.




CONCLUSICRES

1.~ La temperatura de 56°C fue cepaz de ingectivar =z
la ‘“cepa Puebla" del Micopvlasma micoides var. capri en un = =
reriodo de 45 minutos de exposicién.

2.- La liofilizacidn tuvo un efecto inactivante so-
bre 1a "cepa Puebla" hasta de un 93%.

3.~ Los microorganismos gque sobreviven a la accidén
de 1la liofilizacidn permanecen viables durante largo tiempo -
sin experimentar inactivacién aparente. ,

4.~ La "cepa Puebla" del Micoplasma micoides var. -
capri en medio lfquido de caldo infusidn de corazén se inacti-
va en forma lenta y progresiva a la temperatura ambiente de -«
22%.

5.~ Loa ciclos rdpidos de congelacidn y descongelacidn
inmediata de la "cepa Puebla" estudiada, tuvieron un efecto de
inactivacidén scbre el microorganismo hasta de un 72% experimen
tado despuds de 6 ciclos practicados,

El-primer ciclo de congelacién y descongelacién tuvo
un efecto inactivante de un 25%, después del cuzl, el promedio
de inactivacién progresiva que sufrieron los microorganismos -

entre cada ciclo de los 6 vracticados, fue de 13% aproximada—-
mente. )
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