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RESUMEN

La agalaxia contagiosa es una enfermedad de los pequefios rumiantes que ocasiona
grandes pérdidas econdmicas en toda el area mediterranea. Cuatro especies de
mycoplasmas pueden estar implicadas en el sindrome: Mycoplasma agalactiae,
Mycoplasma mycoides subsp. mycoides (LC), Mycoplasma capricolum subsp.
capricolum y Mycoplasma putrefaciens. Todas estas especies, adoptan la morfologia
tipica de huevo frito cuando crecen en medio sélido. En este trabajo, presentamos
la diversa morfologia de la colonia o pseudocolonia que pueden adoptar estas
especies cuando son sometidas a la accion de diversos inactivantes en
concentraciones que no resultan letales para las mismas, y que pueden llegar a
confundirnos al observarlos mediante microscopia 6ptica.
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INTRODUCCION

La agalaxia contagiosa es una de las enfermedades méas importantes que afectan a los pequefios
rumiantes. Declarada como endémica en la casi totalidad de los paises del area mediterranea,
Garrido et al (1987) consideran que afecta a la practica totalidad de Espafia.

Cuatro especies de mycoplasma pueden ser artifices del sindrome, Mycoplasma agalactiae,
Mycoplasma mycoides subsp. mycoides (LC), Mycoplasma capricolum subsp. capricolum vy
Mycoplasma putrefaciens.

Se han empleado diferentes vacunas inactivadas como medida profilactica y de control de la
enfermedad en muchos paises como Grecia , Sarris et al (1989) , Espafia (Ledn Vizcaino et al, 1995)
o Italia (Tola et al, 1999), utilizando diversos productos, principalmente el formol a diferentes
concentraciones (Foggie et al, 1971, Bar-Moshe et al, 1984, Villalba et al, 1991, Ledn-Vizcaino et
al, 1995 o Tola et al, 1999) como agente inactivante.
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Aunqgue en general, la morfologia de los micoplasmas es extremadamente variable (formas
esféricas, cocoideas, filamentosas o filamentosas helicoidales), la mayoria de las especies de
micoplasma, presentan la apariencia caracteristica de ““huevo frito”, producida al crecer la colonia
en el medio, cuando se cultivan en condiciones normales (Contreras et al, 1993; Marco et al,
1993).

Dentro de las experiencias de inactivacion llevadas a cabo por nuestro grupo (datos no publicados),
hemos evaluado los cambios morfolégicos producidos en cepas de campo de Mycoplasma spp.
(que presentan morfologia tipica de huevo frito en condiciones normales) al someterlas a la accion
de diversos inactivantes aplicados a una concentracion que resulta ser no bactericida.

La presencia de alguna de estas formas atipicas de M. agalactiae, M. mycoides subsp. mycoides
(LC) M. putrefaciens o M. capricolum subsp. capricolum puede inducirnos a error a la hora de
confirmar la inactivacion de cualquier cultivo destinado a la produccidn de vacunas.

MATERIAL Y METODOS

Cepas y condiciones de crecimiento

Se utilizaron cepas de campo de Mycoplasma agalactiae, Mycoplasma mycoides subsp. mycoides
(LC), Mycoplasma putrefaciens y Mycoplasma capricolum subsp. capricolum procedentes de
diferentes rebafios afectados de agalaxia contagiosa en el territorio espafiol. Las cepas se
sembraron en tubos de dos ml de medio de cultivo liquido especial para micoplasmas, el medio PH
(Kirchhoff y Rosengarten, 1984). La incubacién se realizé6 a 37°C durante 24 a 72 horas. Para
observar la morfologia de las colonias se utilizé el medio PH solido (Kirchhoff y Rosengarten,
1984). La incubacion de las placas se realiz6 en idénticas condiciones.

Agentes inactivantes

Como agentes inactivantes, se emplearon formol, Quil-A (saponina purificada), fenol y etilenimina
binaria (BEI) de diversas casas comerciales. También se empleo el calor suministrado mediante bafio
de temperatura (Selecta Precisterm 6000140) y estufa (Selecta 80L).

Protocolo

Los cultivos liquidos de micoplasma en fase logaritmica de crecimiento, fueron sometidos a la
accion de los diferentes agentes inactivantes pero a unas concentraciones que nuestras
experiencias previas mostraron no ser bactericidas. Una vez transcurrido el tiempo indicado en el
protocolo, 500 pl de cultivo liquido fueron inoculados en el medio PH solido para observar el
posible efecto negativo de los diferentes agentes en la morfologia de las colonias.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Se obtuvo crecimiento de colonias en todos los cultivos, pero con la aplicacién de determinadas
concentraciones de formol, BEl y fenol, no apreciamos unos cambios morfoldgicos realmente
importantes en las cepas de campo de las 4 especies de micoplasma utilizadas. EI mismo
fendmeno sucede al aplicar tratamiento térmico en condiciones no bactericidas.

Con el uso del Quil-A (saponina modificada), si que apreciamos colonias atipicas o pseudocolonias
en cepas de M. agalactiae, M.m.m. (LC), M. capricolum capricolum y M. putrefaciens. Estas
colonias, aparecen utilizando un intervalo de concentraciones variable (desde un mg/ml. hasta tres
mg/ml.), y las condiciones de temperatura y tiempo, también varian de unas especies a otras.

En el caso de M. agalactiae, observamos estas colonias o pseudocolonias al someter a las cepas a
una concentracion de dos o tres mg/ml. del producto, manteniéndolas a temperatura ambiente
de 16-24 horas, o 37°C durante 16 horas. Esta concentracion de saponina (tres mg/ml.) se ha
mostrado eficaz a la hora de inactivar otros micoplasmas caprinos como la cepa F38 de M.
capricolum capripneumonie, agente causal de la pleuroneumonia contagiosa caprina (Rurangirwa
et al, 1987), pero, aunque parece inducir cambios morfol6gicos importantes, no logra inactivar los
cultivos de M. agalactiae. Un hecho similar parece suceder en el caso de M. capricolum
capricolum, aunque también en este caso con concentraciones del orden de un mg/ml. también
observamos estas colonias.

Con las cepas de Mycoplasma mycoides subsp. mycoides (LC) y M. putrefaciens observamos
fendmenos opuestos. Mientras que en el caso de M. putrefaciens, tan s6lo una concentracion de
tres mg/ml. a 37°C es capaz de ocasionar los cambios estructurales apreciados, en las cepas de
Mmm (LC) tan sélo observamos estas colonias cuando utilizamos una concentracion de un
mg/ml., puesto que a concentraciones mayores la morfologia de las mismas es normal.

La morfologia de los micoplasmas es extremadamente variable, dando lugar a formas esféricas,
cocoideas, filamentosas o filamentosas helicoidales, y ciertas especies pueden mostrar una
tendencia a favor de una de dichas formas morfologicas. Sabemos, no obstante, que la
composicién del medio de cultivo influye notablemente en la forma, (Rodwell y Mitchell, 1979;
Miles, 1992), y, nuestros resultados parecen indicar que el efecto ejercido por este agente
inactivante sobre las cepas de micoplasma, se traduce en la aparicion de pseudocolonias o
colonias de caracteristicas morfoldgicas muy diferentes a las apreciadas generalmente en la
especie afectada. Ademas, otro dato muy importante y a tener en cuenta, es el tiempo trancurrido
entre la inoculacién del medio sélido y la aparicion de algunas colonias. Algunas cepas han crecido
una vez transcurridos de seis a ocho dias de incubacion, en condiciones 6ptimas de crecimiento y
humedad, cuando generalmente, esas mismas cepas, mostraban colonias tipicas entre 24 y 76
horas de incubacion. Este dato, podria hacernos emitir un resultado de falso negativo en algunos
€asos.
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CONCLUSIONES

La saponina purificada, (Quil-A) es el Unico de todas los agentes inactivantes que hemos utilizado
que produce el crecimiento de colonias o pseudocolonias de morfologia atipica. Este proceso
parece afectar a las cepas de las cuatro especies de micoplasma utilizadas en esta experiencia, M.
agalactiae, M.m.m. (LC), M. putrefaciens y M. capricolum capricolum, si bien algunas de ellas
parecen sufrir con mas facilidad este cambio morfologico.

Debe prestarse especial atencién a este tipo de procesos que pueden conllevar la emisién de un
diagnostico falso negativo a la hora de comprobar la inactivacién de determinados cultivos.
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SUMMARY

Contagious agalactia is a small ruminant disease that causes high economic losses
in all the Mediterranean area. Four species of mycoplasma may be implied in the
syndrome: Mycoplasma agalactiae, Mycoplasma mycoides subsp. mycoides (LC),
Mycoplasma capricolum subsp. capricolum and Mycoplasma putrefaciens. All these
species, adopt the typical morphology of “fried egg” when they grow up in a solid
medium. In this work, we introduce the diverse morphology of the colony or
pseudocolony which these species can adopt when they are submitted to the
action of several inactivants in concentrations that aren’t lethal for them, and that
may make us confused when watching them by optical microscopy.

Key words: mycoplasma, contagious agalactia, morphology of the colony,
inactivants.






