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RESUMEN: Entre las cepas de ratones inmunodeficientes disponibles en Argentina se en-
cuentra la N:NIH (S)-Fox1nu. Se utiliza fundamentalmente como modelo animal para el trans-
plante de tumores humanos. Estos ratones se producen bajo estrictas barreras sanitarias y
deben estar libres de sus patégenos especificos; uno de los mads frecuentes es Mycoplasma
pulmonis que afecta el aparato respiratorio, genital, oido medio y articulaciones. El objetivo
de este trabajo fue evaluar la interferencia que causa Mycoplasma pulmonis en ratones N:NIH
(S)-Fox1nu transplantados con la linea tumoral humana A549. Cuarenta ratones hembra
N:NIH (S)-FoxInu de 4 a 6 semanas se dividieron en cuatro grupos (G) de 10 animales cada
uno: G1, transplantados con la linea tumoral A549; G2, inoculados con Mycoplasma pulmo-
nis; G3, transplantados con la linea tumoral e inoculados con Mycoplasma pulmonis y G4
control. Siete de los 10 animales del G1 presentaron crecimiento tumoral, los ratones de los
G2 y G3 murieron durante los 6 primeros dias p.i, la necropsia mostré lesiones en pulmon,
el G4 no presenté lesiones. Se concluyé que las infecciones por Mycoplasma pulmonis son
fatales en ratones N:NIH (S)-Fox1nu, interfiriendo en los resultados, debiendo estar ausente
de estas colonias.

Palabras claves: ratones nude, Mycoplasma pulmonis, linea tumoral

STUDY OF THE INTERFERENCE CAUSED BY
Mycoplasma pulmonis IN IMMUNODEFICIENT
N:NIH (S)-Fox1nu MICE TRANSPLANTED
WITH THE HUMAN TUMOR LINE A549

ABSTRACT: N:NIH (S)-FoxInu is one of the immunodeficient mice strains available in Ar-
gentine. It is mainly used for human tumors transplantation. These mice must be kept under
strict barrier systems and should be free of specific pathogens infections. One of the frequent
contaminations is caused by Mycoplasma pulmonis, it affects the respiratory and genital tract
and produces otitis and arthritis. The objective of this study was to evaluate the interference
produced by Mycoplasma pulmonis in N:NIH (S)-FoxInu mice transplanted with the human
tumor line A549. Forty female N:NIH (S)-FoxInu mice 4-6 weeks old were divided into four
groups (G) each of 10 animals.G1 transplanted with the tumor line A549; G2 inoculated with
Mycoplasma pulmonis, G3 transplanted with the tumor line and inoculated with Mycoplasma
pulmonis and G4 control. Seven mice from G1 showed tumor growth, mice from G2 and G3
died within the six days after the infection and there were found lung lesions during the
necropsy, in G4 no lesions were observed. It was concluded that Mycoplasma pulmonis should
be considered a fatal infection in nude mice. This microorganism produces interferences in
the results, consequently it must be absent in these colonies.

Key words: Nude mice, Mycoplasma pulmonis, tumor cell line

Fecha de recepcién: 15/05/09 Fecha de aprobacién: 10/12/09

Direccion para correspondencia: S. Miloco, Catedra de Animales de Laboratorio. Facultad de Ciencias Vete-
rinarias. Universidad Nacional de La Plata. CC 296, (B1900AVW) La Plata. Argentina.
E-mail: @fcv.unlp.edu.ar

16 AnaLEcTA VETERINARIA 2009; 29 (2): 16-18 ISSN 0365-5148



INTRODUCCION

Actualmente, se dispone de una variada
cantidad de cepas de ratones que se utilizan
para distintos fines experimentales, las cuales se
pueden dividir en dos grandes grupos de acuerdo
con su condiciéon inmunolégica: inmunocom-
petentes e inmunocomprometidas. Los ratones
pertenecientes a esta Ultima categoria son muy
importantes ya que se emplean en estudios on-
colégicos, por no rechazar los transplantes de
tumores de otras especies, especialmente los
humanos (1). Entre las cepas inmunodeficientes
disponibles en Argentina se encuentra la N:NIH
(S)-Fox1nu, a partir de ahora nude, que se pro-
duce en el Bioterio de la Facultad de Ciencias
Veterinarias de la Universidad Nacional de La
Plata (FCV-UNLP) y que se utiliza como modelo
animal para el transplante de tumores huma-
nos (2). Estos ratones, por sus caracteristicas,
se mantienen bajo estrictas barreras sanitarias
para evitar que se infecten con microorganismos
especificos (3).

La calidad de los animales que se destinan
a la investigacién cientifica debe estar definida
desde el punto de vista microbiolégico. Esto se
rige por normativas internacionales (4) mediante
un listado de microorganismos que deben estar
ausentes de las colonias de ratas y ratones (5), es-
pecialmente en los inmunocomprometidos. Entre
los patégenos que infectan mas frecuentemente
a estas especies estan los que afectan el aparato
respiratorio. El agente etiologico que causa mas
inconvenientes de este tipo a nivel mundial es
Mycoplasma pulmonis el cual produce pérdidas
millonarias tanto en la industria farmacéutica
como en los centros de investigacion.

Mycoplasma pulmonis es una bacteria
Gram negativa, pleomorfica, de 200 a 300 nm
de diametro y carece de pared celular. Crece en
medios de cultivo enriquecidos y es muy sen-
sible al calor, la desecacién, a desinfectantes y
no sobrevive fuera del organismo vivo (6, 7). No
afecta al hombre ni a otros roedores, las tinicas
especies susceptibles son la rata y el ratéon, en
estos animales no sélo afecta el tracto respiratorio
sino que suele infectar el aparato genital femeni-
no produciendo reabsorcion embrionaria, puede
también ser causa de artritis y otitis media. La
via de contagio es por aerosoles y si la vagina de
la hembra esta colonizada por esta bacteria, los
animales se infectan al nacer. Cuando el micro-
organismo ingresa por las vias aéreas se adosa
a las células epiteliales del tracto respiratorio
fijandose a la membrana celular. En estos casos
los animales menores de tres meses no presen-
tan sintomas debido a que la carga bacteriana
en esta via de contagio es pobre y por esta razéon
los signos clinicos de la enfermedad tardan en
aparecer. En ratones la enfermedad tiende a ser
mas severa que en ratas, causa neumonia aguda

Mycoplasma pulmonis en ratones

y si el animal sobrevive desarrolla bronconeumo-
nia crénica (8, 9).

El objetivo de este trabajo fue evaluar la
interferencia que provoca una infeccién con M.
pulmonis en ratones inmunocomprometidos o
inmunodeficientes de la cepa nude transplanta-
dos con la linea celular de adenocarcinoma de
pulmoén humano A549.

El presente trabajo fue realizado respetan-
do las normativas internacionales para el cuidado
y uso de los animales de laboratorio (10, 11).

MATERIALES Y METODOS
Animales

Se utilizaron 40 ratones hembras de la
cepa N:NIH (S)-nu, libres de patogenos especifi-
cos (SPF) de 4 a 6 semanas de edad producidos
bajo estrictas barreras sanitarias en el Bioterio
de la Facultad de Ciencias Veterinarias de la
U.N.L.P.

Durante la experiencia los animales se alo-
jaron en microaisladores con lecho de viruta es-
téril en una cabina ventilada y filtracion absoluta
de aire a través de filtros HEPA (High Efficiency
Particulate Air), en condiciones ambientales
controladas: temperatura 23+/-1°C, humedad
50-55%, iluminacion 12 h luz/ 12 h oscuridad,;
se les suministré alimento balanceado (Cargil) y
agua autoclavados, ad libitum. Los cambios de
lecho se realizaron dos veces por semana (12).

Células Tumorales
La linea celular A549 se mantiene desde
hace dos anos en nuestro laboratorio a través de
transplantes subcutaneos sucesivos en ratones
hembras homocigotas de la cepa N:NIH (S)-nu,
de donde se obtuvieron las células para realizar
la experiencia.
Trasplante tumoral
Las células tumorales se transplantaron
por via subcutanea, segin el protocolo del disefio
experimental, en los ratones anestesiados con
pentobarbital sédico (60 mg/kg, i.p.), realizando
una incision en la piel laxa del cuello con un
trocar.
Microorganismo
Se utilizo la cepa de Mycoplasma pulmonis
perteneciente al cepario de la Catedra de Anima-
les de Laboratorio de FCV-UNLP, una suspension
de esta bacteria se sembré6 en caldo PPLO (Lab.
Britania, Los Patos, Argentina), se incubo a 37 °C
durante 7 dias, se realizo el recuento de bacterias
repicando 0,1 ml en placas de agar PPLO (Lab.
Britania, Los Patos, Argentina) incubandolas bajo
las mismas condiciones de tiempo y temperatura
con el agregado de un 5 % de CO, (6, 7, 13), se
contaron las colonias por placas y se determino
una concentraciéon bacteriana de 10° UFC/ml,
luego se fraccioné en cada tubo de centrifuga 1
ml de la suspension del caldo PPLO, se centrifugo

ISSN 0365-5148

AnaLEcTA VETERINARIA 2009; 29 (2): 16-18 17



S. Miloco y col.

a 10000 rpm durante 5 min, se descart6 el sobre-
nadante y el precipitado se utilizé para realizar
las inoculaciones por via intranasal.

Disefo experimental

Los ratones se dividieron en 4 grupos de
10 animales cada uno.

Grupo 1: ratones con transplante tumoral
unicamente. Cuando los tumores alcanzaron un
tamano de 9 x 12 mm los ratones se sacrificaron
y se les extrajo el tumor para realizar los estudios
histopatologicos correspondientes.

Grupo 2: ratones inoculados con una sus-
pension de M. pulmonis en una concentracion
bacteriana de 10° UFC/mL por via intranasal

Grupo 3: animales con transplante de
tumor e inoculados con M. pulmonis con una
concentracion bacteriana de 10% UFC/ml por via
intranasal.

Grupo 4: grupo control inoculados con so-
lucién fisiolégica. Estos animales se sacrificaron
a los 10 dias Pl y se les realiz6 la necropsia.

Todos los animales de sacrificaron con una
mezcla de CO,/0, (14).

Todos estos procedimientos se realizaron
siguiendo las recomendaciones para el uso de
ratones en investigaciones cientificas sobre el
cancer del Canadian Council on Animal Care
(CCAC) (10).

RESULTADOS

Siete de los 10 animales del grupo 1 pre-
sentaron crecimiento tumoral a los 9 dias post-
inoculacion.

Todos los ratones de los grupos 2 y 3
murieron dentro de los primeros 6 dias post-
inoculacion, no habiéndose podido confirmar el
crecimiento tumoral. Al realizarles la necropsia
se observaron lesiones pulmonares macrosco-
picas.

Los ratones del grupo control no presenta-
ron ninguna lesion.

DISCUSION

Todos los animales inoculados con M. pul-
monis murieron dentro de los 6 dias P.I, por lo
tanto las infecciones con este microorganismo
se pueden considerar fatales, no habiéndose ob-
servado diferencias en las respuestas entre los
animales con o sin tumor. Se concluyé que M.
pulmonis es un microorganismo que interfiere en
las pruebas produciendo una enfermedad aguda
que desemboca en la muerte de los ratones de
las cepas inmunodeficientes por lo cual en las
investigaciones en las que se los utilizan como
modelo, este microorganismo debe estar ausente
de la colonia.
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