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Introduccion



Durante la 62° Asamblea General de la Oficina Internacional de Epizootias (OIE)
celebrada en Paris del 16 al 20 de Mayo de 1994 se analizo el impacto socioeconomico de las
infecciones por micoplasmas en el ganado bovino, ovino y caprino, considerandose éste muy
importante a nivel mundial. En particular se consider6 que enfermedades como la
pleuroneumonia éontagiosa bovina, la pleuroneumonia contagiosa caprina y la agalaxia de los
pequefios rumiantes y los bovinos, causadas por diferentes especies de micoplasmas, debian
estudiarse con especial interés, asi como controlarse de una manera eficaz mediante sistemas
de diagnéstico y vigilancia epidemiologica apropiados. Igualmente la OIE recomendo priorizar
la investigacién sobre las micoplasmosis infecciosas en el ganado bovins, ovino y caprino con
el fin de desarrollar nuevos, eficaces y accesibles métodos de diagn :tico para estos agentes
infecciosos. (Resolucion OIE n° XI, »1994).

En efecto, las infecciones por micoplasmas en el ganado caprino soa responsables de
importantes pérdidas econémicas en paises del continente Africano, paises europeos del area
Mediterranea, Estados Unidos y la India. La dificultad que presentan algunos micoplasmas
" 'patégenos para su aislamiento e identificacion, los distintos cuadros clinicos y lesionales
facilmente atribuibles a otros microorganismos, y la falta de un conocimiento profundo del
mecanismo patogénico de las infecciones por micoplasmas, hacen suponer que la incidencia de

estas micoplasmosis caprinas es mucho mayor que la referenciada en la bibliografia.

En el afio 1991 se constituy6 un grupo de investigacién en la Facultad de Veterinaria de
la Universidad de Las Palmas de Gran Canaria, en colaboracion con otras Facultades y centros
de investigacion nacionales y extranjeros. Esta colaboracion se ha concretado en una accion
COST (Contagious bovine, ovine and caprine mycoplasmosis: control, diagnostic and
prevention) a nivel europeo, en la que nuestro grupo tiene como principal objetivo el estudio
de la patologia provocada por micoplasmas del grupo Mycoplasma mycoides en el ganado
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caprino. Nuestros trabajos se iniciaron a raiz de un brote de Pleuroneumonia Caprina en un
rebafio de 700 animales de raza autdctona canaria, entre los meses de Septiembre y Diciembre
de 1990, y localizado en el municipio de San Nicolas de Tolentino en la isla de Gran Canaria.
Los antecedentes clinicos del colectivo sefialaban una periodicidad estacional, durante los
meses de otofio ¢ invierno desde la primera aparicion de la enfermedad en 1985, en la que la
mortalidad alcanzé el 50% del rebafio. En afios sucesivos, la mortalidad se mantuvo alta y
cuando se produjo el nuevo brote de Pleuroneumonia en 1990 se iniciaron los primeros
trabajos anatomopatoldgicos y microbiolégicos con la finalidad de determinar los agentes
causales de la enfermedad. "

Fruto de estos estudios se presentd6 la Tesis Doctoral "Estudio Estructural y
Ultraestructural de las Lesiones Pulmonares Inducidas por la Infeccion Natural y Experimental
de Micoplasmas del Grupo M. Mycoides (Aislados en Gran Canaria)" (Rodriguez, 1993).
Dicho trabajo demostr6 la participacion de M. mycoides subsp. capri (Mmc) en el brote de
Pleuroneumonia Caprina, constituyendo la primera referencia de esta especie en Espaiia, y el
aislamiento de M. mycoides subsp. mycoides Large Colony (MmmI.C) por primera vez en las
Islas Canarias, lo que confirmé la amplia difusion de este microorganismo (Villalba y cols.,
1992).

En cuanto al estudio de la patogenia de la enfermedad se concluy6 que la adhesion de los
micoplasmas a los cilios de las células epiteliales del tracto respiratorio es determinante para
el inicio, desarrollo y persistencia de la infeccion micoplasmica, siendo la lesion
bronconeuménica la fase previa para el desarrollo de la Pleuroneumonia. La aparicién de los
focos de necrosis, la lesion de los septos interlobulillares y de la pleura, el aumento de los
micoplasmas extracelulares y la vehiculacién y multiplicacion de los mismos en sangre son las
caracteristicas morfologicas, inmunohistologicas y microbiologicas mas importantes en la fase
patogénica intermedia de la enfermedad. La fase patogénica final de la enfermedad estd
representada por la bacteriemia-septicemia , siendo la responsable de la aparicion de cuadros

" clinico-lesionales adicionales no respiratorios.

El estudio experimental demostr6 que la reproduccion de las lesiones pleuroneuménicas
fue posible unicamente al inocular simultineamente ambos micoplasmas (Mm¢ y MmmL.C)
por via intratraqueal en cabritos de siete dias de edad, mientras que en cabritos de tres a cuatro
meses de edad solo se desarrollaron lesiones bronconeumoénicas, lo que confirmé que la via de
inoculacién, la dosis, la edad, el sistema inmune, el estado fisiologico del animal, y el
sinergismo patogénico son factores determinantes en el desarrollo de la enfermedad aguda.

Dadas las cuantiosas y continuas pérdidas economicas que suffia la citada explotacion, con
sucesivos brotes de Pleuroneumonia cada otofio-invierno que afectaban a un alto niimero de
animales constituyendo un pesado lastre para la rentabilidad de la misma, la Consejeria de
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Agricultura del Gobiemo Auténomo Canario, a peticion de los propietarios, decidio practicar
un vaciado sanitario de la explotacion mediante el sacrificio de los casi 1000 animales de que
constaba la granja. El sacrificio se llevo a cabo en Septiembre de 1993 por técnicos veterinarios
de la citada Consejeria de Agricultura en colaboracién con los miembros del Grupo de
Investigacién en Micoplasmosis Animales (GIMA) de la Facultad de Veterinaria de 1a ULPGC.
Un 10% de los animales sacrificados, elegidos entre los que presentaban de ligera a grave

sintomatologia respiratoria, han sido el objeto de estudio y la base del trabajo desarrollado en 4

la presente Tesis Doctoral.

Sobre estos datos y con la finalidad basica de mejorar el conocimiento sobre la persistencia
de la infeccién de especies de M. mycoides en el ganado caprino de esta explotacién, se
establecieron los objetivos de la presente Tesis Doctoral:

1.- Estudio microbioldgico de los animales sacrificados, con especial atencion al aparato

respiratorio.
2.- Estudio histolégico del aparato respiratorio de los animales sacrificados.

3.- Detecci6n inmumohistolégica de micoplasmas en el aparato respiratorio de los animales

sacrificados.
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Revision Bibliografica



2.1 MICOPLASMAS Y MICOPLASMOSIS

2.1.1 Micoplasmas.

La ultima revisién taxonomica de la clase MOLLICUTES corresponde a la realizada por
Tully y cols. en 1993. Segtin esta clasificacion se distinguen cuatro érdenes dentro de la clase
MOLLICUTES. El orden I MYCOPLASMATALES, con una unica Familia
(MYCOPLASMATACEAE) y dos Géneros (MYCOPLASMA y UREAPLASMA) engloba
aquellos mollicutes dependientes de esteroles y asociados a vertebrados. El orden II
ENTOMOPLASMATALES agrupa a  mollicutes no helicoidales (Fam.
ENTOMOPLASMATACEAE, Géneros ENTOMOPLASMA y MESOPLASMA) vy
helicoidales (Fam. SPIROPLASMATACEAE, Gén. SPIROPLASMA) de insectos y plantas.
El orden I ACHOLEPLASMATALES (Fam. ACHOLEPLASMATACEAE, Gén.
ACHOLEPLASMA) se compone de mollicutes que no requieren colesterol y que afectan a
animales vertebrados y a algunas plantas e insectos. Finalmente el orden IV
ANAEROPLASMATALES (Fam. ANAEROPLASMATACEAE, Géneros
ANAEROPLASMA y ASTEROLEPLASMA) agrupa a aquellos mollicutes anaerobios

estrictos descritos en el rumen de bovinos y ovinos.
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Los miembros de la clase Mollicutes son procariotas de pequefio tamaiio,
microscopicamente visibles y desprovistos de pared celular, por lo que son organismos muy
pleomoérficos con formas esféricas, cocoideas, filamentosas o filamentosas helicoidales. Estan
envueltos solamente por una membrana plasmatica trilaminar con proteinas y una alta
proporcion de lipidos, siendo incapaces de sintetizar peptidoglucanos (Topley y Wilson's,
1990).

Los nﬁcoblasmas poseen un didmetro medio de 300 a 800 nm, pudiendo atravesar filtros
entre 220 y 450 nm. Sin embargo, las formas visibles mas pequefias tienen aproximadamente
300 nm. No poseen flagelos ni microvellosidades, pero algunos de ellos son méviles. Los
micoplasmas son Gram (-), se colorean mal con otras técnicas rutinarias de tincion de bacterias,
pero si en cambio con el Giemsa. El genoma de los micoplasmas es de 500-1000 Mdaltons, con
un porcentaje de guanina + citosina relativamente bajo (23-46%). Resisten a la penicilina y a
1a lisozima y son sensibles a la lisis por shock osmético, detergentes, alcoholes y anticuerpos

especificos fijadores del complemento (Topley y Wilson's, 1990).

Estos microorganismos son capaces de multiplicarse en medios celulares, necesitando
cultivos enriquecidos con colesterol (lo que se consigue mediante la adicion de sueros de
diferentes especies animales), y precursores de acidos nucleicos. Cuando se cultivan en medios
liquidos crecen produciendo un ligero enturbiamiento, siendo en los medios solidos donde se
aprecian caracteristicas culturales evidentes. Asi, las colonias que aparecen e ioc mismos son
pequeiias, de 0,1 a 1 mm de diametro, teniendo tendencia a crecer y nene: . Eijo el medio,
con la caracteristica apariencia de "huevo frito", en la mayoria de las especics cuando se

cultivan en condiciones normales.

Ademas de las pruebas bioquimicas, los mejores métodos para la identificacion de los
micoplasmas son la inhibicién de crecimiento y la inhibicion del metabolismo, asi como la
utilizacion de la técnica de inmunofluorescencia directa o indirecta sobre colonias utilizando
sueros especificos anti-micoplasmas (Picavet, 1991). En los ultimos afios se han desarrollado
técnicas diagnosticas basadas en el empleo de anticuerpos monoclonales (Guerin y cols., 1993;
Belton y cols., 1994; Thiaucourt y cols., 1994) y basadas en técnica< -2 biologia molecular
como PCR (Polymerase Chain Reaction) (Brandao y cols., 1994; "~ = y cols,, 1992 y
1994a,b; Hotzel y cols., 1994; Johansson y cols., 1994; Nicholas y ¢« ... :394).

Mediante microscopia electronica se observa una membrana celular trilaminar,
caracteristica de todos los miembros de la clase Mollicutes, de 7.5-10 nm de grosor y una
lamina intermedia menos electrodensa que las interna y externa. Periféricamente, no poseen
pared rigida pero si se ha demostrado en ciertos micoplasmas la presencia de una especie de
"capsula” compuesta por hidratos de carbono y glucolipidos de gran importancia en los
mecanismos patogénicos de estos microorganismos (Topley y Wilson's, 1990).
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El interior de los micoplasmas estd constituido por un citoplasma poco denso, con
ribosomas y material nuclear fibrilar muy manifiesto en algunas especies, en contraste con otras
" especies que presentan una moderada electrodensidad del material nuclear.

2.1.2 Micoplasmosis.

En 1990, Topley y Wilson's describieron 77 especies de micoplasmas, 28 de ellas
patogenas para el hombre y los animales domésticos y salvajes. La especificidad de estos
micoplasmas con respecto a su hospedador es bastante alta, aunque se han descrito casos

puntuales de interespecificidad.

Las micoplasmosis son los tipicos ejemplos de enfermedades multifactoriales, en las que
factores tales como la existencia de infecciones intercurrentes, la constitucion genética del
individuo, el manejo, las condiciones climéticas adversas, la edad, el hacinamiento, etc., juegan
un papel determinante en el inicio y desarrollo de la enfermedad (Lefévre y cols., 1987b; Jones,
1989; DaMassa y cols., 1992). _

El poder patogeno de las diferentes especies de micoplasmas es muy variable, pudiéndose
distinguir entre micoplasmas responsables de producir entidades patologicas calificadas como
micoplasmosis mayores, como la Perineumonia Contagiosa Bovina (PNCB), micoplasmosis
oportunistas y micoplasmosis saprofiticas (Perreau, 1979b). Las especies de micoplasmas
patbgenos muestran una alta especificidad por su hospedador, que puede estar basada en
factores de colonizacién especificos proporcionados por el propio hospedador. Asi, los
receptores son necesarios para la adhesién a la membrana celular de M. pneumoniae o de M.

gallisepticum (Gourlay y Howard, 1982).

Las enfermedades causadas por micoplasmas pueden ser divididas, segun Rosendal

(1988), en:
- 1.- Enfermedades en las cuales la septicemia es la caracteristica mas importante.

2.- Enfermedades en las que existe una fase septicémica, dificilmente detectable, seguida

de 1a localizacion e inflamacién de las serosas y/o las articulaciones.

3.- Enfermedades localizadas en el tracto respiratorio, tracto genital, glandula mamaria
o conjuntiva. Este grupo de enfermedades puede desarrollarse después de la multiplicacion
local incontrolada de micoplasmas y la inmigracion no invasiva a partes mas sensibles del

sistema u 0rgano.
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Entre las enfermedades de este tercer grupo citaremos a continuacion algunas de las mas
frecuentes en relacion al sistema o aparato afectado.

2.1.2.1 ' Enfermedades del aparato respiratorio.

Aunque se han aislado muchos micoplasmas del aparato respiratorio del hombre y de los
animales, los intentos de reproducir la enfermedad han sido en muchos casos no concluyentes.
Esto parece deberse, fundamentalmente, a las dificultades que presenta el pulmon para la
reproduccién de enfermedades experimentales (Blood y cols., 1988).

M. mycoides subespecie mycoides (Short Colony) "MmmSC" causa Ia Perineumonia
Contagiosa Bovina (PNCB). Esta es la enfermedad mas grave causada por microorganismos
del género Mycoplasma en bovinos. Se caracteriza por ser altamente contagiosa y cursa con
una pleuroneumonia fibrinosa mortal en muchos casos. Ademas, este micoplasma puede dar
lugar a artritis sépticas con o sin lesiones pulmonares en temeros de edad inferior a las seis

semanas (Blood y cols., 1988).

M. ovipneumoniae ha sido aislado tanto de lesiones neumonicas como de pulmones y
traquea de ovinos y caprinos completamente normales. Tradicionalmente, y junto a la
Pasteurella haemolytica biotipo A, se ha asociado a una neumonia intersticial cronica o
neumonia atipica de los corderos. (Blood y cols., 1988). La infeccién experimental en ovejas
por via intravenosa o aerégena, induce una neumonia intersticial similar a la observada en los
casos naturales (DaMassa y cols., 1992). En este sentido, Mohan y Obwolo (1990) también
observaron una neumonia intersticial en ovejas y cabras inoculadas experimentalmente con M.

ipneumoni

M. hyopneumoniae es el agente etiologico primario de la Neumonia Enzootica Porcina
(NEP) (Switzer, 1967). Esta es una enfermedad muy contagiosa que se manifiesta clinicamente
. por signos respiratorios moderados y por una disminucion en el indice de crecimiento y
engorde. Histopatologicamente, la lesioén se corresponde con una neumonia broncointersticial
crénica. M. hyorhinis también ha sido aislado de brotes neuménicos, pero se considera un
patdgeno secundario, que normalmente  complica cuadros causados por otros
microorganismos, como M. hyopneumoniae. M. hyorhinis también ha sido asociado a cuadros
de artritis y poliserositis (Switzer, 1955; Gois y Kuksa, 1974). Este microorganismo es un
habitante frecuente de la cavidad nasal de cerdos sanos y enfermos, y es considerado como uno

de los micoplasmas que contaminan los cultivos celulares (Barile, 1981).
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M. pneumoniae es el agente causal de la Neumonia Atipica Primaria (NAP) en la especie
humana, afectando principalmente a nifios y jovenes. Las lesiones, normalmente nodulares,
afectan a uno de los Iobulos inferiores, en los que microscpicamente se observa una neumonia
intersticial junto a una bronquitis descamativa y una bronquiolitis (Razin y Barile, 1985).

2.1.2.2 Enfermedades de las articulaciones.

Se considera que las lesiones en las articulaciones se producen siempre tras procesos

septicémicos. Algunos ejemplos son los producidos por:

M. bovis, que desarrolla una poliartritis preferentemente en animales jovenes, M.
hyosynoviae, agente causal de una artritis no purulenta en cerdos en crecimiento, M, hyorhinis,
que produce artritis y poliserositis predominantemente en cerdos jovenes, M, agalactiae, el cual
se localiza frecuentemente en articulaciones produciendo un poliartritis serosa, y M. capricolum
subsp. capricolum, especialmente patégeno en el ganado capring, aunque también ha sido
descrito en ovinos y bovinos. Este micoplasma posee un claro tropisne articular, causando una
poliartritis fibrinopurulenta. En inoculaciones experimentales por via parenteral u oral causa
una enfermedad sobreaguda o aguda, con septicemia y posterior artritis, afectando en menor
grado al pulmén, la mama y el ojo. M. putrefaciens también se -z observado en artritis en
cabritos (DaMassa y cols.,1987b; Blood y cols., 1988; DaMassa y cols., 1992; Rodriguez y
cols., 1994).

2.1.2.3 Enfermedades del aparato genital y glandula mamaria.

Mycoplasma bovis, hasta hace poco conocido como M. agalactiae subsp. bovis, es la
causa més frecuente de mamitis micoplismica en ganado vacunc. «.+~40 necesarios muy pocos

_ microorganismos para reproducir experimentalmente la enfers- . - ..2s de curso rapido
con inflamacién de la mama y aumento en el recuento de céln. . =1 . .. ..ae. Ademas, puede
causar vulvovaginitis, endometritis y salpingitis en bovinos, ¢ <235 v caprinos. (DaMassa y
cols., 1992) . Ureaplasma spp. produce vulvitis granulomatosa en oveja, habiéndose logrado

1a reproduccion de la enfermedad de forma experimental (Blood y cols., 1988).

M. agalactiae es un microorganismo patogeno que se caracteriza por producir mamitis en

cabras y ovejas con una alta morbilidad y baja mortalidad. La enfermedad producida por este .

microorganismo se ha denominado tradicionalmente "Agalaxia contagiosa de caprinos y
ovinos", término que hoy en dia se considera erréneo por tres razones. En primer lugar, no esta
demostrado que la enfermedad sea especialmente contagiosa en cabras y ovejas adultas; en
segundo lugar, no solo se afectan las hembras; y en tercer lugar, existen otros micoplasmas,
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especialmente en el ganado caprino, que también producen agalaxia (Blood y cols., 1988). La
enfermedad ha sido reproducida experimentalmente induciendo una mamitis aguda que puede
dar lugar a una corta y transitoria micoplasmemia, causando con frecuencia poliartritis y
queratoconjuntivitis, y siendo infrecuentes las lesiones pulmonares (Rosendal, 1988; DaMassa
y cols., 1992). Recientemente ha sido descrito un brote de agalaxia contagiosa caprina causado

por M. agalactize, constituyendo ésta la primera referencia de infeccion por este

microorganismo en las Islas Canarias (Real y cols., 1994).

M. putrefaciens se ha asociado a mamitis en caprino en California y Francia (Adler y cols.,
1980; Galliard-Perrin y cols., 1985). La enfermedad se caracteriza por una elevada leucocitosis
en leche seguida de un siibito descenso de la produccion, sin existencia de otros signos clinicos.
Unos pocos microorganismos inoculados por via intracanalicular producen una mamitis
‘purulenta en animales en lactacion (Brooks y cols., 1981). En California fue descrito un brote
de mamitis y poliartritis fibrinopurulenta por este micoplasma (DaMassa y cols., 1987a).
También ha sido descrito un caso de poliartritis en cabritos asociado con M, putrefaciens en
la isla de Gran Canaria, en el que 15 cabritos alimentados artificialmente con leche procedente
del mismo rebaiio presentaron artritis fibrinopurulenta en las articulaciones carpales y tarsales;
sin embargo, no se detecté mamitis clinica en el rebafio (Rodriguez 'y cols., 1994).

2.1.2.4 Enfermedades del globo ocular.

En este grupo de enfermedades las micoplasmosis mas frecuentes son las producidas por:

M. bovoculi, que ha sido asociado con brotes de queratoconjuntivitis en bovinos, ovinos
y caprinos, M. agalactiae, que también puede producir queratoconjuntivitis en el ganado
caprino y ovino y, M. conjunctivae, el cual ha sido aislado de forma unica o asociado con otros
microorganismos en queratoconjuntivitis ovinas y caprinas (Egwu, 1992). Las lesiones
observadas en la enfermedad natural han podido ser reproducidas experimentalmente al
inyectar subconjuntivalmente este microorganismo (Blood y cols., 1988; DaMassa y cols.,

1992).
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2.2 MECANISMOS PATOGENICOS DE LAS MICOPLASMOSIS RESPIRATORIAS

Perreau (1979a y 1984) clasifica las distintas especies de micoplasmas en tres grupos
atendiendo a su patogenicidad. Sin embargo, indica que todas ellas pueden provocar

infecciones asintomaticas:

-Micoplasmas de poder patégeno indiscutible, responsables de lo que se conoce como
micoplasmosis mayores. Entre otras, la Perineumonia Contagiosa Bovina (PNCB) y la
Pleuroneumonia Contagiosa Caprina (PNCC) clasica y el denominado "Sindrome de Agalaxia
Contagiosa" de los pequefios rumiantes, las cuales han sido reproducidas sin dificultad en

condiciones experimentales.

-Micoplasmas oportunistas, con un poder patogeno menos claro, responsables de

neumonias y mamitis en rumiantes.

-Micoplasmas saprofitos, huéspedes naturales del organismo, principalmente de las
mucosas del tracto respiratorio y genital de numerosas especies animaiss, como M, arginini.

En general, los factores patogénicos de los micoplasmas residen, entre otros menos
conocidos, en su especificidad por el hospedador, en factores téxicos, en su capacidad de
activar el complemento, en su capacidad de activar los factores de la coagulacion, y en su
capacidad de estimmilar y suprimir la respuesta del sistema inmune (Gourlay y Howard, 1982).

Segiin Gourlay y Howard (1982), 1a patogenia de las micoplasmosis respiratorias se puede
dividir en las siguientes etapas: '

-Exposicion:
-Unién o adhesion de los micoplasmas a la superficie epitelial.
- -Produccion de toxinas.

-Interaccion con el sistema defensivo primario (macrofagos y neutrofiios) y con el sistema
inmune (celular y humoral) del hospedador.

-Induccién de factores que esquivan la respuesta del organismo como son la sintesis de
capsula, la mmumnosupresion y la produccion o adquisicion de antigenos del hospedador.

-Induccién de una respuesta inmune especifica.
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Con todo, el desarrollo 0 no de la enfermedad dependera, en primer lugar, del micoplasma
implicado y en segundo, de la especie animal afectada asi como del estado del animal en el

momento de la exposicion.

2.2.1 Factores dependientes de los micoplasmas.

2.2.1.1 Exposicién o contacto con el epitelio respiratorio.

Los factores patogénicos en esta fase estan relacionados con la capacidad de movimiento,
el tamafio y la posibilidad de evitar a las sustancias micoplasmicidas. El mucus secretado por
las células de la mucosa respiratoria posee capacidad micoplasmicida para los micoplasmas, al
prevenir el contacto de los agentes extrafios con la superficie epitelial de las vias respiratorias
(Gourlay y Howard, 1982).

Algunos micoplasmas patogenos del tracto respiratorio tienen la capacidad de ser
méviles, por lo que pueden modificar su estructura citoplasmatica y dirigirse hacia las células
epiteliales blanco de la mucosa respiratoria, a las que se adhieren. Otro factor que también ha

sido indicado, es el tamafio de los micoplasmas, el cual favorece su penetracion a través de la

capa de mucus que recubre toda la superficie del epitelio respiratorio (Gourlay y Howard,
1982).

2.2.1.2 Unién de los micoplasmas a las células epiteliales.

Una vez que los micoplasmas acceden al aparato respiratorio, se unen a las células
epiteliales para evitar su expulsién mediante los movimientos ciliares y/o el reflejo tusigeno.
Esta capacidad de unién a sus células blanco es comun para todos los micoplasmas

respiratorios patogenos y apatogenos (Gourlay y Howard, 1982).

La capacidad de los micoplasmas para adherirse a las células eucariotas es la propiedad
patogena mejor estudiada de los patogenos respiratorios (Rosendal, 1988). Algunos
micoplasmas como M. pneumoniae y M. gallisepticum poseen una proteina de adhesion en su

superficie mediante la cual se unen a la membrana celular de la célula huésped. La proteina
especifica ha sido identificada como la Proteina P1, y ha podido ser bloqueada mediante
anticuerpos especificos, evitindose asi el fenomeno de 1a adhesion. Los pases por medios de
cultivo pueden provocar la pérdida de la capacidad de adhesion, disminuyendo de esta forma
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el poder patégeno de este microorganismo ( Taylor-Robinson y cols., 1981; Brunner y cols.,
1985). '

Igualmente, han sido descritas sustancias fabricadas por ciertos micoplasmas que permiten
1a adhesion a receptores de las células blanco (Gourlay y Howard, 1982; Topley y Wilson's,
1990). En este sentido, otro indicador pafogénico de los micoplasmas es su capacidad de
hemadsorcion, la cualha sido observada en 12 de los 28 micoplasmas patogenos descritos por
Topley y Wilson's (1990), mientras que solamente 13 de las 49 especies no patogenas
presentan esta propiedad.

2.2.1.3 Capacidad de produccion de toxinas.

La produccion de toxinas por parte de las distintas especies de micoplasmas es uno de los
aspectos mas controvertidos de la patogenicidad de los micoplasmas (Gourlay y Howard,

1982).

La intima asociacion entre los micoplasmas y las células hospedadoras permite el
intercambio de sustancias, de ahi que cualquier sustancia téxica producida por este
microorganismo puede causar un efecto citopitico directo sobre la célula epitelial. En este
sentido, el tmico caso completamente demostrado es la neurstoxina producida por M,
neuroliticum. Este micoplasma produce una proteina de 200 kdaltons qué induce la muerte de
los ratones infectados a las pocas horas de su inoculacién intravenosa. También han sido
consideradas como sustancias toxicas, ciertos productos finales del metabolismo de los

micoplasmas (Gourlay y Howard, 1982).

Son ejemplos de toxicidad la toxina presente en 1a capsula del MmmSC denominada
galactano, que contiene principalmente galactdﬁnanosa, e induce efectos toxicos al inocularla
a embriones de pollo, asi como edema y microtrombosis pulmonar en vaca, oveja y cabra,
jugando un papel importante en la prolongacién de la micoplasmemia en el ganado vacuno

(Lloyd y cols., 1971).

Entre otras sustancias toxicas también se han descrito lipoglicanos que imnducen un
sindrome febril en las infecciones por ciertos Acholeplasmas, aunque estas sustancias no se
consideran factores patogénicos al ser apatdgenos todos los Acholeplasmas conocidos

(Gourlay y Howard, 1982).

La cilioestasis es uno de los efectos toxicos mas graves producidos por los micoplasmas.

~Un gran nimero de especies patogenas del aparato respiratorio poseen dicho efecto perjudicial,
habiéndose observado pérdida de cilios y cambios citopaticos en células de traquea cultivadas.
Inicialmente se pensé que los micoplasmas tenjan que ser metabolicamente activos para
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producir cilioestasis; sin embargo, se ha demostrado que los aislados de membrana producen
el mismo efecto que los microorganismos completos (Carson y cols., 1979; Kahane, 1984).

En un estudio comparativo entre MmmSC y Mmc se observo que éste dltimo produce
efectos mis intensos sobre el cultivo de células de triquea bovina a través de la liberacion de
peréxido de hidrégeno, fenémeno que no ha sido descrito en la infeccion "in vivo" (Gourlay
y Howard, 1982; Kahane 1984).

- Con M. pneumoniae se han realizado experimentos en hamsters, observandose cambios

" citotoxicos del epitelio traqueal por la peroxidacion de los lipidos de la membrana

citoplasmética. Este micoplasma induce la produccion de aniones super6xido que inactivan

la enzima catalasa, que se encuentra en el epitelio, permitiendo asi la actividad del peroxido de
hidrégeno (Kahane, 1984). )

En relacién a los Ureaplasmas spp., la produccion de ureasa probablemente dalugarala
aparicién de amoniaco, lo que podria constituir un importante factor de toxicidad, si bien esto

no ha sido demostrado feacientemente (Gourlay y Howard, 1982).

Otros micoplasmas como MmmIL.C producen en las infecciznes en caprino un efecto
citopatico endotelial, pero sus mecanismos patogenicos mas intimos estan ain por investigar
(Valdivieso-Garcia y cols., 1982b; Rosendal 1984a,b).

2.2.1.4  Presencia de una cdpsula.

Los micoplasmas carecen de pared celular, pero un gran nie~r0 de especies patogenas

presentan un material extracelular que rodea a la membrana cito. . 72, Esta estructura a
modo de microcipsula se tifie con el rojo rutenio, y parece i © fgar un papel
importante en la virulencia de estos micoplasmas. Parte deesten . i cutracelular es una

proteina inhibidora de la fagocitosis en las infecciones por M. pulznztis (Howard y Gourlay,
1974; Gourlay y Howard, 1982). :

2.2.1.5 Adquisicion o sintesis de antigenos comunes a los del propio

hospedador.

Los micoplasmas pueden presentar antigenos comunes a las células del hospedador (por
un fenémeno de adsorcion de material de la superficie celular o por sintesis del mismo).

Mediante este mecanismo, el micoplasma puede eludir la respuesta inmune, representando un
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fen6émeno realmente novedoso en la patogenia de la enfermedad. Estos antigenos han sido
observados en la estructura de M. hyorhinis, MmmSC y M. pneumoniae. De esta forma, parte
de la composicion del galactano encontrado en el MmmSC presenta similitud antigénica con
ciertas proteinas del pulmén bovino y por otro lado, algunas proteinas de M. pneumoniae
mmuestran una composicién antigénica similar a la de algunas proteinas del pulmén y del cerebro
humano (Gourlay y Howard, 1982).

Este hecho ha conducido a demostrar que tras la inoculacién de MmmSC en bovinos
inmumodeprimidos, se produce una mayor diseminacién del micoplasma en el pulmon, pero las
lesiones resultaron menos intensas que en ¢l caso de animales con un sistema inmunologico
normal. Esto puede indicar que los fenémenos de necrosis observados durante Ia infeccion
pulmonar por MmmSC pudieran deberse a una reaccion inmunopatolégica (Gourlay y Howard,
1982; Rosendal, 1988; Topley y Wilson's, 1990).

2.2.2 Factores dependientes del hospedador.

2221 Interaccion del micoplasma con el sistema defensivo primario del

organismo (macrdfagos y neutrdfilos).

Se ha demostrado en estudios "in vitro"” que los micoplasmas patégenos pueden adherirse
a macrofagos y neutrofilos, no siendo fagocitados en ausencia de anticuerpos especificos. Este
fenémeno a través del cual M. pulmonis evita la fagocitosis ha sido correlacionado con su
mayor capacidad de virulencia en el aparato respiratorio (Howard y Taylor, 1985). Igualmente,
otros micoplasmas como M. bovis, M. dispar, M. arthritidis y M. hominis son capaces de
. impedir su fagocitosis por parte de los polimorfonucleares neutréfilos (Gourlay y Howard,
1982).

La capacidad de digestion de los micoplasmas por parte de los macrofagos y los
neutréfilos también es menor que para el resto de la bacterias. Esto se debe a que la membrana
de los micoplasmas es mily rica en lipidos, lo que impide una digestion efectiva. Por esta razon,
parte de la membrana de los micoplasmas que no ha sido digerida puede ser expulsada al
exterior de los neutréfilos y macrofagos junto a enzimas hidroliticas, lo que provoca una
digestion heterolitica del tejido pulmonar adyacente (Gourlay y Howard, 1982; Howard y
Taylor, 1985).
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2.2.2.2 Interaccion con el sistema del complemento.

La activacion del sistema del complemento puede inducir la lisis del micoplasma a través
de la cascada del complemento sobre la membrana del mismo (Rosendal, 1984a,b). MmmLC
puede activar la via clisica del complemento en ausencia de anticuerpos detectables, lo que
provoca la liberacion de las anafilotoxinas (fraccién C3a y C5a), mediadores quimicos
inflamatorios, que actian simultaneamente como activadores de la coagulacién. Todos estos
fenémenos pueden afectar directa o indirectamente a las células blanco (“células inocentes")
a las que est4 adherido el micoplasma (Rosendal 1984a). El conjunto de la activacién de estos
factores parece establecer el inicio del proceso inflamatorio a nivel pulmonar en la enfermedad
natural (Larsen y cols., 1980).

2.2.2.3 Activacion del sistema de coagulacion.

MmmLC es capaz, en la fase septicémica de la enfermedad, de activar el sistema de la
coagulacion. En este caso se piensa que la activacion del sistema de coagulacion se debe al
dafio producido por el micoplasma sobre las células endoteliales de forma directa, lo que ha
sido demostrado en estudios "in vitro" sobre cultivos de aorta caprina. Este dafio endotelial
expone el coligeno subendotelial al contacto con los factores de la coag:i. .~ :ciivandose
entonces la via intrinseca de este sistema (Rosendal, 1984a,b).

7 En el caso de la Perineumonia Bovina no se ha sugerido este mecanismo patogénico para
explicar la coagulopatia que se presenta en la enfermedad. No hay duda, sin embargo, de la
activacion del sistema de coagulacién al observarse una trombosis diseminada en varios

_ érganos, indicativo de una coagulacién intravascular diseminada (CID) (Rosendal, 1981;

Gourlay y Howard, 1982).

2.2.2.4 Actividad inmunosupresora.

Las micoplasmosis cronicas y las infecciones persistentes asintomaticas sugieren que la
respuesta inmune frente a la infeccién por estos microorganismos es inadecuada. Se han
descrito varias especies de micoplasmas que presentan actividad inmunosupresora “in vivo":
MmmSC en vacuno, M, gallisepticum en pollos, M. arthritidis en raton y M__pmgngg en
humanos (Gourlay y Howard, 1982; Howard y Taylor, 1985).
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En individuos que padecen una infeccion por M. pneumoniae se ha observado una anergia
transitoria a la prueba de la tuberculina, debido a una reduccion de la respuesta inmunolégica
celular. También, en las fases mas tempranas de la infeccion por M. hyopneumoniae se ha
descrito una inmunosupresion transitoria. Ademas, este micoplasma produce una supresion de
la mitogénesis linfocitaria (Gourlay y Howard, 1982).

2.2.2.5 Mitogénesis no especifica de linfocitos.

Existen varias especies de micoplasmas con capacidad de estimular, de forma mespecifica,
la divisién de linfocitos en detrimento de una correcta respuesta especifica por parte del
-organismo. La actividad mitogénica puede variar dentro de una misma especie, lo que sugiere
una posible correlacién entre mito genicidad y patogenicidad. En relacion a este fenémeno se
ha observado que extractos de membrana de M, pulmonis inoculados por via intranasal,
producen traqueitis y neumonia intersticial con infiltracion de linfocitos a nivel perivascular y
peribronquial (Gourlay, 1981).

2.2.2.6 Desarrollo de una respuesta inmune especifica.

La naturaleza y la composicion antigénica de los micoplasmas es compleja y esta ain
sometida a discusion. En 1987 Emo establecio dos grupos de antigenos:

a.-Antigenos de superficie, que determinan la especificidad de especie, y que son
detectados mediante la prueba de la inhibicién del crecimiento, inhibicion del metabolismo e

inmunofluorescencia.

b.-Antigenos internos o citoplasmaticos, mas 0 menos comunes a grupos de micoplasmas
emparentados, como los que constituyen el grupo Mycaplasma mycoides, y que se demuestran
por inmunoelectroforesis.

Para Howard y Taylor (1985), la especificidad antigénica no es en ningiin caso muy
patente entre los micoplasmas, ya que existen numerosas reacciones serologicas cruzadas entre
micoplasmas de diferentes especies, entre micoplasmas y otros gérmenes, y ciertos antigenos
celulares .

La infeccion por micoplasmas induce una respuesta inmune humoral y celular especifica.
En la primera, se producen anticuerpos frente a los micoplasmas de forma local y sistémica, lo
que se demmestra serologicamente con técnicas de fijacion del complemento, aglutinacion,
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precipitacion, inmunodifusion, inmunofluorescencia de colonias, inhibicion del crecimiento e
inhibiciéon del metabolismo. La respuesta celular se demuestra por intradermorreaccion "in
vivo" y por estimulacién de linfocitos y produccion de linfocinas “in vitro" (Gourlay y Howard,
1982; Howard y Taylor, 1985). Sin embargo, el poder inmundgeno es muy variable entre
especies y cepas, y la curacion de una infeccion natural no suele acompaiiarse de una
proteccion solida y duradera (Howard y Taylor, 1985).

2.3 MICOPLASMAS Y MICOPLASMOSIS DE LOS PEQUENOS RUMIANTES

En la Tabla I se presentan las especies de micoplasmas aisladas con mayor frecuencia en
caprinos y ovinos. En esta tabla se hace mencion a la cepa de refcrencia por la impoitancia
clinico-patologica de cada brote y por los errores de identific- -2 cometidos durante los
primeros aislamientos. Se han incluido las nuevas especies dz .. ~piasmas, M, auris, M,
cottewii y M. veatsii, aisladas del canal auditivo externo de cabras (isixassa y cols., 1994), asi
como M., adleri (Del Giudice y cols., 1995). Igualmente, se ha recogido la nueva designacién
propuesta por Leach y cols. (1993), por la que el biotipo F-38 pasa a denominarse M.,
capricolum subsp. capripneumoniae, mientras que M. capricolum pasa a denominarse M.,
capricolum subsp. capricolum.

También se exponen en ella los hospedadores mas frecuentes y/o posibles, asi como el
grado de patogenicidad de cada micoplasma, para lo cual han sido clasificados en micoplasmas
patégenos primarios (capaces de producir micoplasmosis mayores); otros aislados, con los que
se ha logrado reproducir experimentalmente la enfermedad, pero que poseen una capacidad
patogena variable en la naturaleza y, por ultimo, micoplasmas que no desarrollaron la

enfermedad de forma experimental ni natural.

La localizacion mas frecuente de la que se ha aislado una determinada especie, asi como
el 6rgano mas afectado, se exponen en la columna correspondiente. Igualmente, se hace
mencion a la enfermedad con la que se asocia, aunque en los distintos brotes descritos puede
haber pequefias variaciones en relacion al 6rgano afectado. Finalmente, se especifican algunas

observaciones sobre cada especie.
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Tabla I. Micoplasmas mis Frecuentes en Pequeiios Rumiantes

Especie Cepa de Hospedador | Patogenicidad Localizacién Otras Enfermedad a la que Observaciones
referencia Natural més frecuente | localizaciones se asocia
M. agalactiae PG2 0,C Patdgeno Mamas A, 0j,P,Ur. Clasica AC con mamitis, Artritis, Afecta a ambas especies. Su tropismo pulmonar
. primario Queratoconjuntivitis, neumonia, es menor que el manifestado por MmmLC y
vulvovaginitis. Mmc.
M. arginini G230 0, Cotros Dudosa Tracto Ug, A, 0j. Germen ubicuo, tiene miltiples Noes patigeno por si solo en tracto
Respiratorio localizaciones. respiratorio. Poco estudiado

. capricolum subsp. California Craro0 Patdgeno Articulaciones M, P, Ug,Orint.* Poliartritis, mamitisy muerte de cabritos, Serol6gicamente, presenta reaccidn cruzada

apricolum Kid con M. capricolum subsp. capripneumoniae.

HN.conjuntivae HRC. 0,C D. Exp. Ojos Tracto Respiratorio | Queratoconjuntivitis. Patdgeno para cabrasy ovejas.

581

. capricolum subsp. F38 ¢ Patogeno Tracto Or.int* Produce la Pleuroneumonia Contagjosa Unico agente de la PNCC clisica, muy

capripneumoniae Respiratorio Caprina (PNCC) clasica. contagioso. Crecimiento restringido. No
metaboliza la arginina.

M. mycoides subsp. PG3 C Patigeno Tracto Respiratorio Raro Enfermedad similar a fa PNCC. Experimentalmente ha sido poco contagioso y

apri patdgeno para cabrasy ovejas. Muy pocas
descripciones recientes.

M. mycoides subsp. : GMI2 Lraoe vV Patégeno Tracto respiratorio Hama *'~zmonia, mamitis, poliartritis, Forma pleuroneumdénica parecida a la PNCC

mycoides (L() Y-goat y Articulaciones Ojo *3taconjuntivitis. clisica, mds frecuente en cabritos. Produce

muchas muertes en animales jévenes por
infeccin oral.

C:cabra  D. Exp: Demostrado experimentalmente, enfermedad natural depende de otros factores.

O:oveja  No D: Patogenicidad no demostrada.
V:vacuno Or.int™: Organas internos debido a septicemia.
M:mama; A:articulaciones; Oj:ojos; Ug: aparato urogenital; P: pulmén.
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Tabla 1. (Continuacién) Micoplasmas mds Frecuentes en Pequefios Rumiantes

Especie Cepade Hospedador | Patogenicidad Localizacion Otras Enfermedad a la que Observaciones
referencia Natural més frecuente | localizaciones se asocia
Nmm(5C) PGl (,raro No D. Tracto Respiratorio. No produce enfermedad. Importante el ganado caprino como posible
N portador de Mmm(SC).
HMycoplasma Y-98 0,C D. Exp. Tracto Respiratorio. Ojo Neumonia intersticial crénica. Muy importante las infecciones
ovipneumoniae Tracto Urogenital concomitantes con P, haemolyticay P..
multocida para desarrollar enfermedad.
N, putrefaciens KS-1 ¢ D. Exp. Mamas Oido Mamitis contagiosa. Su verdadera importancia estd adn por
Pulmén COnOCer.
A laidlawi Pg8 Muchos NoD. Tracto Urogenital. Tracto Respiratorio. | Ninguna. En relacién con una enfermedad es
secundario.
A oculf 9L C,0y otros D. Exp. Ojos Tracto Uragenital Queratoconjuntivitis. No se ha demostrado si es patdgeno
Pulmones primario, experiencias recientes le atribuyen
mediana patogenicidad.
Ureaplasmas Varios 0,C D. Exp. Tr. Urog. Raro en Tracto Vulvovaginitis, enfermedad uterina. Varios serotipos, cuya patogenicidad no es
Respiratorio conocida aiin. 1
Hycaplasma sp. 1) C ND. Tr. Urog. Ninguna. Forma parte de la flora saprofita de fa ||
‘ mucosa.

C:cabra . Exp: Demostrado experimentalmente, enfermedad natural depende de otros factores.
O:oveja  No D: Patogenicidad no demostrada.
V:vacuno Or. int*: Organos internos debido a septicemia.
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Tabla I. (Continuacién) Micoplasmas mis Frecuentes en Pequeiios Rumiantes

Especie Cepade Hospedador | Patogenicidad Localizacién Otras Enfermedad a la que Observaciones
referencia Natural mds frecuente | localizaciones se asocia
M. adleri Gl45 C Desconocida - - - Sélo se ha realizado un aislamiento a partir de
un absceso en una extremidad.
. avris UIA C Desconocida Conducto auditivo - - Aislado dnicamente en Australia y USA.
externo .
. cottewii vis C Desconocida Conducto auditivo | Senos nasales - Aislado dnicamente en Australia y USA,
externo
N, yeatsii GIH CraroenV D. Exp. Conductoauditivo | Ganglio linfatico Mamitis $6lo se ha demostrado la patogenicidad de fa
' | externo retrofaringeo, tracto cepa GM790A.
nasal, érganos
internos, leche.
C:cabra l
V:vacuno

D. Exp: Demostrado experimentalmente, enfermedad natural depende de otros factores.

DaMassay cols., 1994; Del Giudice y cols., 1995; Jones, 1989; Leach y cols., 1993; Lefévre y cols., 1987a,b; Perreau, 1984,
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2.4 NEUMONIAS PRODUCIDAS POR ESPECIES DEL GRUPO MYCOPLASMA
MYCOIDES EN CAPRINO

Entre los micoplasmas patogenos del aparato respiratorio, las especies mas importantes
se encuentran agrupadas dentro de lo que se conoce como grupo Mycoplasma Mycoides, con
caracteristicas serologicas, bioquimicas y genéticas similares (Cottew y cols., 1987; Bergemann
y cols., 1990; Bascunana y cols., 1994; Bashiruddin y cols., 1994). Dentro de este grupo, los
micoplasmas patogenos para el ganado caprino son MmmLC y Mmec, asi como M. capricolum
subsp. capripneumoniae (antiguo M.Biotipo F-38) y M. capricolum subsp. capricolum (Emo
y cols., 1978; Costas y cols., 1987; Cottew y cols., 1987; Jones, 1989; DaMassa y cols., 1992;
Taylor y cols., 1992; Leach y cols., 1993).

Las enfermedades provocadas en cap'rinos por este grupo de micoplasmas se describen

a continuacion con mayor detalle.

2.4.1 Pleuroneumonia Contagiosa Caprina (PNCC) cldsica.

La enfermedad mas grave que afecta al aparato respiratorio del ganado caprino es la
Pleuroneumonia Contagiosa Caprina (PNCC) clasica. Esta enfermedad esta causada por M,
capricolum subsp. capripneumoniae (Leach y cols., 1993), antes "M. Biotipo F38", que afecta
exclusivamente a los caprinos.

La enfermedad difiere de las neumonias producidas por otros miembros del grupo
Mycoplasma Mycoides en sus aspectos clinicos, lesionales y epidemiologicos, y se define como
~ una enfermedad producida exclusivamente por las distintas cepas de M. capricolum subsp.
capripneumoniae (MacOwan y Minette, 1976; Jones, 1989; Picavet, 1991; DaMassa y cols.,
1992; Leach y cols., 1993).

La distribucién geogrifica de la PNCC clasica esta limitada al continente Africano,
habiéndose descrito en Kenia (MacOwan, 1976, MacOwan y Minette, 1977b; Litamoi y cols.,
1990), Sudan (Harbi y éols., 1981), Etiopia (Firke, 1984; Thiaucourt y cols., 1992), Tinez y
Libia (Perreau, 1982), Omian y Turquia (Jones y Wood, 1988) y el Chad (Lefévre y cols,,
1987a). Sin embargo, Lefévre y cols., en un articulo de revision, indican que probablemente
en un futuro la distribucion de este micoplasma sera mas amplia (Lefévre y cols., 1987b).
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La enfermedad, que fue descrita por vez primera en 1881 por Hutcheon en Aftica del Sur,
se caracteriza por presentar exclusivamente lesiones pleuroneuménicas muy graves que causan
la muerte después de un curso agudo. Los brotes suelen aparecer por la introduccion de

animales portadores sanos o con afeccion cronica en rebaiios libres de la enfermedad. En estos -

casos, la enfermedad se extiende rapidamente con una morbilidad que puede Ilegar al 100% en
pocas semanas y una mortalidad que oscila entre el 40 y el 70% del colectivo. Los animales
que sobreviven permanecen como portadores crénicos, lo que permite el mantenimiento de la
enfermedad de forma enzoética (MacOwan y Minette, 1977b; Picavet, 1991).

El contagio de la enfermedad natural se realiza por via aérea (Kaliner y MacOwan, 1976;
Perreau, 1984; Perreau y cols., 1984; Lefévre y cols., 1987a; Morin, 1987), siendo ésta la unica
via a través de la cual se ha conseguido reproducir la enfermedad experimentalmente. La
inoculacién por via subcuténea o intramuscular no produjo celulitis ni reaccion edematosa
local, ni tampoco reprodujo la enfermedad (Kaliner y MacOwan, 1976; MacOwan y Minette,
1977a; McMartin y cols., 1980; Harbi y cols., 1983; Picavet, 1991).

El periodo de incubacion es de 6 a 10 dias, comenzando la enfermedad con una
hipertermia brusca (42°C a los 2 6 3 dias postmfeccién).wLos sintomas generales son el
abatimiento, la tendencia a retrasarse en el rebafio y la disminucion del apetito. Los signos
respiratorios mas frecuentes son tos débil y dolorosa, disnsa, miembros separados con la
cabeza baja y extendida y secrecién nasal mucopurulenta. En la fase terminal los animales se
postran y la respiracién es penosa y muy dolorosa (Lefévre y cols., 1987b; Jones, 1989;
Picavet, 1991; DaMassa y cols., 1992;).

La evolucién de la enfermedad puede ser sobreaguda, subaguda y crénica, caracterizadas
las dos ultimas por sintomas de insuficiencia respiratoria, tos, moco y adelgazamiento
(MacOwan, 1984; Lefévre y cols., 1987b; Picavet, 1991).

Las lesiones macroscopicas pueden ser unilaterales o bilaterales. En los casos agudos, la
pleura de las regiones pulmonares afectadas esta recubierta normalmente por membranas de
fibrina. En la cavidad pleural se observa la presencia de abundante liquido color paja que
contiene floculos de fibrina, la cual coagula parcialmente al contacto con el aire. Las regiones
afectadas del parénquima pulmonar constituyen un mosaico de lobulillos que muestran distinto
grado de hepatizacién y un aspecto granuloso al corte. Entre los lobulillos no hay
engrosamiento del septo interlobulillar, predominando las lesiones intralobulillares (Kaliner y
MacOwan, 1976; MacOwan, 1984; Jones, 1989). :

En los casos croénicos se observan adherencias pleurales fibrosas y, en el parénquima
pulmonar, focos necréticos encapsulados por un tejido conectivo. Los nodulos linfaticos
regionales aparecen hipertrofiados y edematosos (Kaliner y MacOwan, 1976, Jones, 1989;
Picavet, 1991).
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Las lesiones microscopicas consisten en una pleuroneumonia fibrinosa focal o en islotes
que afectan, en mayor o menor medida, al tejido conectivo intersticial. En la neumonia aguda
se observa principalmente una congestién de los capilares, con exudacion serofibrinosa en
bronquiolos y alvéolos asociada a numerosos macréfagos y neutréfilos. En las neumonias mas

cronicas se observa engrosamiento de los septos interalveolares, con depdsito de fibrina y

proliferacién del tejido conectivo. La necrosis de los alvéolos induce a la formacion de focos

de necrosis intralobulillares (Kaliner y MacOwan, 1976; Jones, 1989; Picavet, 1991).

2.4.2 Neumonia producida por Mycoplasma mycoides subespecie mycoides de
grandes colonias (MmmLC).

MmmLC es un micoplasma patégeno para la especie caprina, aunque ha sido aislado
raramente en ovinos, si bien de forma experimental se ha logrado reproducir la enfermedad en
esta especie esporadicamente (Rosendal, 1981; Truscott y Finley, 1984; Okoh y Ocholi, 1986).
MmmLC no es patogeno para el ganado bovino (Perreau, 1981; Rosendal, 1981; Jones, 1989).

La distribucién de este micoplasma es muy amplia, habiéndose aislado en numerosos
paises del mundo, y constituyendo un importante problema en el ganado caprino de los Estados
Unidos (DaMassa y cols., 1983a), Francia (Perreau, 1979a), Israel (Bar-Moshe y Rapapport,
1979 y 1981) y la India (Gupta y cols., 1984), donde es el micoplasma mas frecuentemente
aislado a partir de lesiones pleuroneumonicas. En Espafia, Goncer Coca 'y Rodriguez-Ferri
(1990) realizaron un estudio en 8 explotaciones de ganado caprino encontrando una amplia
difusién de este micoplasma. Estos autores describen que Miri1.C es el micoplasma mas
frecuentemente aislado del pulmén del ganado caprino, en « . provoca un 37.5% de
infecciones graves. Igualmente, el aislamiento de MmmlL.C por prixicia vez en las Islas Canarias
confirma la amplia difusion de este microorganismo (Villalba y cols., 1992).

En una primera comparacion entre MmmLC y MmmSC, se observo que el primero
presentaba unas colonias con un tamafio practicamente dos veces mayor que 1a otra subespecie,
lo que determin6 el nombre de "Lafge colony” y "Short cciony" (Cottew y Yeats, 1978).
Posteriormente, se demostrd que esta caracteristica de MmvmLC no es constante. Asi,
Valdivieso-Garcia (1982a) describi6 variaciones en el tamafio, después de sucesivos clonajes,
raz6n por la cual cuestiono la clasificacion de estos micoplasmas en funcién al tamafio de sus

colonias.

A pesar de que MmmLC difiere en ciertos aspectos serologicos del Mmc, su composicion
proteica y su genoma se asemeja mas a esta especie que al MmmSC (Whitley y cols., 1990;
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Poumarat y cols., 1991 y 1992; Taylor y cols., 1992), existiendo cepas que se clasifican con
caracteristicas intermedias entre MmmLC y Mmc (Sanguihetti y cols., 1982; Nascimento y
cols, 1986; Bolske y cols., 1989). Por esta razén se ha sugerido considerara MmmI.Cya
Mmc como un taxén independiente, e incluso como una especie diferente (Costas y cols., 1987;
Cottew y cols., 1987). Igualmente, se ha propuesto a MmmI.C como una tercera subespecie
dentro del grapo Mycoplasma mycoides (Cottew y cols., 1987).

Las infecciones naturales y experimentales producidas por cepas de MmmI C aisladas en
los distintos paises del mundo han presentado las caracteristicas epidemiologicas, clinicas y

lesionales que se exponen en las Tablas ITy IIL

El contagio natural de este micoplasma se realiza por via oral, especialmente en cabritos
lactantes, a través de leche mamitica (DaMassa y cols., 1983a), siendo necesarias altas
concentraciones de microorganismos en la leche para que se produzcan lesiones graves (Bar-
Moshe y Rapapport, 1981; DaMassa y cols., 1986). Se han sugerido otras vias naturales de
contagio, como la intrauterina (Bar-Moshe y Rapapport, 1981), al observar cabritos neonatos
con lesiones articulares de las que se aislo este micoplasma. Ademas MmmI_ C ha sido aislado
del conducto auditivo externo de cabras sanas y enfermas, lo que ha sugerido 1a posibilidad,
atn no demostrada, de esta via de contagio (Cottew y Yeats, 1982; DaMassa, 1983a; Hazell
y cols., 1985).

Experimentalmente, la enfermedad ha sido reproducida mediante inoculaciones por via
oral, intratraqueal, endobronquial, transtraqueal, intravenosa, subcutinea, intramuscular e
intracanalicular (mama). La via de inoculacién, la dosis, la edad, el sistema inmune y el estado
fisiologico del animal son factores determinantes en el desarrollo de la enfermedad aguda
(Rodriguez, 1993). Se ha demostrado que la ruta de inoculacién condiciona la aparicién de
variaciones lesionales importantes. Por via intratraqueal, endobronquial y transtraqueal las
lesiones observadas han sido especialmente pleuroneumonicas. En cambio, tras la inoculacion
subcuténea, intravenosa o intramuscular se ha desarrollado una neumonia intersticial con edema
pulmonar y pleuritis (Jones, 1989; DaMassa y cols., 1992).
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TABLA II. CASOS NATURALES Y EXPERIMENTALES MAS IMPORTANTES DESCRITOS DE Mmm (LC) EN LA BIBLIOGRAFIA.

Pais/ Natural/ Via de Dosis (ml)/ Nimero
Autores Cepa Experim. Edad inoculacion UFC (ml) animales Morb. Mort. Clinica mis frecuente Observaciones
Bar-Moshe Israel Nat. Joven, Q) Q) 4,500 60 % 0,15 En madres, fiebre, mamitis | El autor sugiere posibles infecciones cangénitas. En
(1981) local adulto aguda, abortos. En cabritos, | unrebafio murieron 98 de 108 y en la necropsia se
artritis y queratocanjuntivitis. | demostré una carencia de Vit E y Selenio.
" Bélske Suecia Nat. Adulto ) ) 80 100 % 0,25 Signos respiratorios y en | No se hace referencia a la edad de los animales
(1982) algumos, mamitis. muertos.
Bolske Suecia Exp. 3 TT 2/9 x 10" 2 2 2 Via TT, AC y SC signos de ] Via TT se produjo una intensa neaosi_s; alrededor
(1989) G8 semanas AC 19 x10"° 2 2 2 inflamacita en  punto | del punto de inoculacién. Via IT la sintamatologia
- sC 5/9 x 10'° 2 2 2 inoculacién, septicemia y |respiratoria aparecié sélo en los animales
9 meses by 2/9 x 10" s 1 0 poliartritis. Via IT sintomas | moculados can las dosis més altas.
respiratorios.
DaMassa EEUU/ Nat. Joven y () ) Mis de 200 90. 09 Signos de neumonia, | 3 cuadros: sobreagudos sin sintomatologia o de tipo
(1983) GM12' adulto 100 % poliartritis y marnitis. nervioso con muertes en 24-72 horas, agndos y
subagudos con poliartritis y neumonia.
DaMassa EEUW/ Exp. 10 dias 1P 1x10" 1 1 1 En todos los casos se produjo | Se produjo inflamacién en el punto de inoculacién
(1983) GM12 1 afio ™ 1x10" 1 1 1 fiebre, signos de septicemia y | via parenteral y se reaisl6 el micoplasma en varios
7 dias Oral 4x10" 1 1 1 neumania. darganos. Via mtramamaria produjo mflamacién de
2 afios Mama 1x 10" 1 1 1 la ubre en 24 horas. Muerte en 4-11 dias.
DaMassa EEUU/ Exp. Recién Oral 10/1 x 10" 51 ) 37 Fiebre, debilidad, signos de | Los cabritos no recibieron calostro. De 14 cabritos
(1986) GM12 nacido septicemia, poliartritis y |en contacto direto con animal moculado
neumonia. enfermeron sélo 8.
East EEUW/ Nat. 2-8 ) ) 300 madres y ) 170 Fiebre, inflamacin de | Las cabras con mamitis clinicas o subclinicas por
(1983) GM12 semanas cabritos chivos | articulaciones, pérdida de peso | micoplasmas pueden eliminar 1 x 10 UFC/ml
y adulto 70m. | yneumania. causando alta morbilidad/mortalidad en chivos.
Guha India/ Exp. 2-3 IT 103 x * K 6 0 Fiebre, debilidad y signos de | 2 animales se recuperaran en 15 dias y 4 en 1 mes.
(1987 local ) meses neumania. Se sacrificaron a los 35 dias reaisliandose los
micoplasmas inoculados.
Hazell Austria/ Nat. Joven 'y ) ) 12 12 Signos de neumonia, artritisy | Se aislé6 Mmm (I.C) del oido en 2 cabras y se
(1985) local adulto mamitis. estudié 1a posible transmision de la enfermedad

mediante 4caros, no legindose a ninguna
conclusidn.

TT: viatranstraqueal. AC: via articulacién del carpo. SC: via subcuténea. IT: via intratraqueal. IP: via intraperitaneal. IM: via intramuscular.
UFC (ml): unidad formadora de colonias por mililitro. Nat.: desaripcién de un brote natural. Exp.: descripcién de una experiencia realizada.

'
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TABLA I (continuacion). CASOS

NATURALES Y EXPERIMENTALES MAS IMPORTANTES DESCRITOS DE MmmLC EN LA

BIBLIOGRAFIA.
Pafs/ Natural/ Via de Dosis (ml)/ Numero
Autores Cepa Experim. Edad inoculacién UFC (ml) animales Morb. Mort. Clinica mis frecuente Observaciones
Kaliner Kenia/ Exp. Adulto IT/EB 10/2,5 x 10" 8 3 0 Durante 2 - 5 dpi. tres cabras | El MmmLC fue aislado de una cabra con un
(1975) Glady presentaran fiebre pasajera. pequefio foco neumdnico.
Ojo Nigeria Exp. 6-24 EB 10/1 x 10* 1 h] 5 Fiebre, sintomatologia | La enfemedad se desarrollé en 2 - 6 dias. Solo
(1976) b8 meses respiratoria. hubo afeccién respiratoria.
Ojo Nigeria Exp. 6-24 " EB 10/1 x 10* 11 10 10 Los animales presentaron una | Esta cepa se mostré mucho més patégena en las
(1976) LY meses sintomatologia mas aguda. mismas condiciones,
Rapapport Israel/ Exp. 6 meses sC 1/1 x 10476374 10 8 8 Alta temperatura desde 3 dpi. | Todos los animales enfermaron excepto los que se
1979) local hasta la muerte. Caquexia, | lesinoculladosis més baja (10%) si bien de los dos
anorexia y debilidad. se reaislé el MmmIC del carpo.
Rosendal EEUU/ Nat. Menos ) ) 22, dos brotes 16 ) Fiebre, artritis y debilidad. Adultos sin sintomatologia. Pocos signos de
(1979) Y3343 de 1 afio neumonia. Se presenté una coccidiosis que pudo
favorecer la enfermedad.
Rosendal EEUU/ Exp. Adulto v 51 x 10 6 6 6 Fiebre, signos de neumania y { A diferencia de la enfermedad natural los signos de
(1981) Y3343 septicemia con  poliartritis. | nenmonia fueron intensos. Al inocular ovejas se
Inflamacidn en punto de inoc. | afectaron 2 de 6.
Rosendal Canada Exp. 2-6 EB 10/1 x 10 6 6 v 6 Fiebre, signos de neumaoniay | Los bovinos infectados via B no se afectaron.
(1983) D44 meses 10/1x 10" poliartritis. Descarga nasal | Cabras en contacto directo tampoco se afectaron.
mucopurulenta,
Ruhnke Canada Nat. Joven 'y O] ) 210.3 brotes 15 3 Jévenes: disnea, descarga | Sélo se afectaron 2 animales adultos. Se aislé
(1983) adulto nasal, artritis. Ml C de animales sin sintomatologia clinica.
’ Adulto: mamitis, nenmonia y
conjuntivitis,
Sanguinetti Ttalia/ Nat. Joven 'y ) ) 137 (-) 19% | Fiebre y signos respiratorios. En este brote no se indica el nimero de animales
(1982) local adulto afectados.
Thigpen EEUU Nat. Joven ) @) 100 o ‘3 Ficbre y signos respiratorios. | En este brote los signos mis importantes fueron
(1981) neumdnicos, s6lo 1 cabrito presentaba signos de
artritis.

TT: via transtraqueal. AC: via articulacidn del carpo. SC: via subcuténea. IT: via intratraqueal. IP: via intraperitaneal. IM: via intramuscular.
UFC (ml): unidad formadora de colonias por mililitro. Nat.: descripcién de un brote natural. Exp.: descripcitn de una experiencia realizada.
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TABLA III. Mmc y cepas intermedias entre Mme y MmmLC .
| ;
Pais/ Natural/ Via de Dosis (ml)/ Niumero
Autores Cepa Experim. Edad inoculacion UFC (ml) animales Morb. Mort. Clinica mis frecuente Observaciones
Bolske Suecia/ Exp. 3 sC 1-2/2-9 x 10*° 7 2 2 Via SC: inflamacién en punto de | Via SC e IT sélo presentaran sintomas
(1989)** M171 semanas/ T 5-2/9 x 10" 6 4 1 inoculacidn, signos de septicemia. | respiratorios los animales con dosis més
9 meses Oral 330/11 x 10" 4 0 0 Via IT: signos de neumaonia, fiebre | altas. En los 3 animales en cantacto can los
10-15 dpi. Via oral sin sintomas. animales inoculados IT no hubo smtomas.
Kaliner kenia/ Exp. Adulto IT/EB 1072 x 10" 8 8 8 Ficbre y signos de neumonia a los | Muerte entre 3 - 14 dpi. 4 cabras en cantacto
(1976) F30 2-5dpi directo no presentaran sintomas.
Littlejohns Australia Nat. Adulto ) ¢ 25 0 0 Una cabra se mostraba débil con | Se describe el aislamiento de Mmc en 2
1977 74/5357L artritis crénica. animales, sin que ninguno presegtara sinto-
74/5907A mas ni lesiones pleuronenmdnica.
MacOwan Kenia/ Nat. Adulto () ) ) 3 3 Sintomas respiratorios crénicos. Se presentd un brote de pleuroneumonia
(1976) F30 agnda varios meses antes. De las 3 cabras se
‘ | | aislaran B, haemolvtica y de 2 P. multocida,
Misri India Exp. 25-4 Pezén, mama 2/10 11 11 0 Toflamacién unilateral de lamama | No afecté mama izquierda, ni se aislé el
(1988) aflos derecha infectada. micoplasma en otras localizacianes.
Nascimento Brasii Nat. Joveny O] ) 119 90 %y 65%y | Signos de neumonia, arritis y | Se afectaran mas los cabritos con sintomas
(1986)** ‘ adulto 2% 17% | mamitis subclinica. de neumania muy intensos. Los adultos
presentaban pocos sintomas articulares.
Ojo Nigeria/ Exp. 6-24 EB 10/1 x 10 8 8 8 Ficbre y signos de neumonfa | No describe afeccidn fuera del tracto respira-
(1976) Smith meses aguda, ' torio. Se reaislé micoplasma en pulmdn.
Ojo Nigeria/ Exp. 6-24 EB 10/1 x 1¢° 5 () 3 Fiebre y signos de neumania | En los animales que sobrevivieron durante
(1976) b7 meses aguda. més tiempo los signos clinicos disminuyeran.
Se reaislé el micoplasma.
Onoviran Nigeria/ Exp. Adulto Intranasal 511 x10* 4 3 2 Debilidad, anorexia y dificultad | En otro disefio experimental se incluyé Mme
(1984) Smith respiratoria. Muerte a los 10 - 12 | y el virus delapeste de los pequefios rumian-
dpi. tes con lesiones mis graves.
Sanguinetti Ralia/ Nat./ Todas/ ITm 51 x10%° 137 O] 19% | Sélo aparecieron signos deneumo- | No describe morbilidad en rebatio. A 1 de los
(1981)** local Exp. 3-5 3 3 3 nia. 2 animales inoculacida via IT se le dio uma
meses cepa con més pases por medio de cultivo y la
enfermedad se desarrollé mas tarde.
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La administracién intratraqueal o endobronquial de MmmE.C produce resultados variables,
con morbilidad y mortalidad alta (Ojo, 1976a; Rosendal, 1983), o baja (Kaliner y MacOwan,
1976; Guha y Verma, 1987b; Bolske y cols., 1989; Adesotoye y Ojo, 1990). La enfermedad
producida por estas vias presenta una sintomatologia practicamente restringida al aparato
respiratorio. Estos sintomas aparecen rapidamente (2-6 dias) con disnea, estertores, tos,
respiracién abdominal y una fuerte descarga mucopurulenta. Por estas vias, se ha comprobado
1a menor patogenicidad de cepas con varios pases previos por medios de cultivo (Sanguinetti
y cols., 1982; Bélske y cols., 1989). La via intramamaria produjo mamitis a las 24 hpi, con
septicemia posterior (MacOwan, 1976; Cottew y Lloyd, 1980; DaMassa y cols., 1983a;
Rosendal, 1983). '

Bolske realizd experiencias con animales de 3 semanas a 9 meses de edad, no
reproduciéndose la enfermedad tras la inoculacién por via oral. Si bien estos resultados
pudieron ser debidos a la baja virulencia de la cepa (DaMassa y cols., 1992), es importante
indicar que la reproduccion de la enfermedad tras la inoculacion oral solo se produce en los
animales mas jovenes con altas dosis de micoplasmas y factores predisponentes adicionales
(privacién de calostro, infecciones parasitarias, bacterianas, viricas, etc.) (DaMassa y cols,
1986). '

En todas las inoculaciones ha sido constante una reaccién inflamatoria en el punto de
inoculacion, asi como también la relacion directa dosis-enfermed:¢ {3ar-Moshe y Rapapport,
1981). En la mayoria de los casos se ha logrado reproducir la ez:fzimedad de forma similar a
su presentacion natural, con sintomas septicémicos y lesiones de poliartritis, mamitis y
neumonia, (Rapapport y Bar—Moshe; 1979; Rosendal, 1981; DaMassa y cols., 1983a; Bolske
y cols., 1989).

La enfermedad producida por los distintos aislados de MmmLC se caracteriza por la
presencia de varias formas clinicas. Una de curso agudo, con septicemia y desenlace fatal,
" principalmente en los animales mis jovenes (DaMassa y cols., 1983a); una segunda de curso
crénico, muchas veces asepticémica y que afecta a los animales jovenes y adultos; y una tercera
producida por algunas cepas de MmmLC que inducen artritis y mamitis en animales jovenes
y adultos. (Perreau, 1979b; DaMassa y cols., 1986). '

En los brotes descritos, la sintomatologia en los animales jovenes ha sido siempre muy
parecida, predominando “signos como cojera por la artritis, disnea, respiraciéon abdominal, tos,
ruidos respiratorios y exudacién nasal purulenta. También se presenta sintomatologia
septicémica (fiebre, debilidad y anorexia) con ripida postracién y muerte en cursos
sobreagudos y agudos de la enfermedad. En los casos crénicos, los sintomas mas frecuentes

son la poliartritis, la pérdida de peso y, en algunos casos, diarrea, generalmente por las
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complicaciones bacterianas y parasitarias (Perreau, 1979b; Rosendal y cols., 1979; Bélske y
cols., 1982; Brooks y cols., 1984; DaMassa y cols., 1983a; Ruhnke y cols., 1983).

Muchos animales se recuperan de la enfermedad, principalmente los adultos,
convirtiéndose en portadores inaparentes. Esto ha sido constatado mediante el aislamiento de
Mmmi C del pulmén y mama de individuos aparentemente sanos y/o con mamitis subclinicas
(DaMassa y cols., 1992; Kasali y Ojo, 1981). Muchos autores piensan que son necesarios una
serie de factores predisponentes para que se desencadene la enfermedad, entre los que destacan
los factores ambientales, el estrés, la presencia de otras especies de micoplasmas o bacterias,
como Pasteurella haemolytica y Pasteurella multocida, coccidiosis, gestacion avanzada, etc.
Asi, Rosendal y cols. en 1979, indicaron que en un rebafio estudiado durante al menos de 10
afios, los episodios de enfermedad se asociaron con una inmunodepresion por coccidios. En
general, cualquier enfermedad infecciosa o parasitaria que disminuya los mecanismos
defensivos primarios del hospedador, puede predisponer a que se desencadene la enfermedad
por este micoplasma (Cottew, 1984; Rapapport y Bar-Moshe, 1984; Jones, 1989, DaMassa

y cols., 1992).

Las lesiones causadas por la infeccion natural de las distintas cepas de MmmLC se
localizan principalmente en pulmon, articulaciones, mamasy ojo, aunque pueden encontrarse
otras lesiones como consecuencia de Ia septicemia (DaMassa y cols., 1992; MacOwan, 1984).

En el aparato respiratorio las lesiones suelen estar localizadas preferentemente en los
l6bulos apicales y medios. Estos presentan areas de hepatizacion o consolidacion, propias de
una bronconeumonia. No en todos los casos se afecta la pleura, por lo que las adherencias a
la pared costal y al diafragma son inconstantes. También se describe con frecuencia un aumento
de la cantidad de un lquido turbio en la cavidad torédcica. Histopatologicamente las lesiones
se caracterizan por una neumonia intersticial con peribronquitis y dilatacién de los septos
interlobulillares. También han sido descritos casos de neumonia fibrinosa y bronconeumonia
~ catarropurulenta con una marcada congestion septal (DaMassa y cols., 1983a; Rosendal,
1983). Es frecuente que las lesiones iniciales inducidas por MmmLC se compliquen con otros
microorganismos, principalmente P. haemolytica y P. multocida, observandose entonces
lesiones secundarias en dichos pulmones (Rapapport y Bar-Moshe, 1984; Bélske y cols.,
1989).

Las articulaciones mas afectadas son las de los miembros, principalmente las carpianas,
con una inflamacién articular y periarticular. La membrana sinovial aparece engrosada al
desarrollarse en ella una sinovitis fibrinopurulenta. Simultaneamente, se observa un aumento
de la cantidad de liquido sinovial con aspecto turbio-sanguinolento por las hemorragias
derivadas de las lesiones vasculares en la articulacién (Rosendal y cols., 1979; Bar-Moshe y
Rapapport, 1981; DaMassa y cols., 1983a; East y cols., 1983; Ruhnke y cols., 1983; Hazell y
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cols., 1985).

En el parénquima mamario las lesiones consisten en una mamitis purulenta aguda y/o
subaguda. Las afecciones oculares son escasas en los casos naturales descritos. Las lesiones
debidas a la micoplasmemia suelen localizarse en distintos 6rganos, causando poliserositis y
hemorragias petequiales, miocarditis, hepatomegalia, hipertrofia ganglionar, esplenomegalia

y focos de necrosis en algunos drganos. (Barber y Yedloutschnig, 1969; MacOwan, 1976;-

Bolske y cols., 1982; Sanguinetti y cols., 1982; DaMassa y cols., 1983a y 1992; East y cols.,
1983; Rosendal, 1983). -

Las lesiones en las infecciones experimentales variaron atendiendo a la via de inoculacién.
La via que ha desarrollado lesiones pleuroneumonicas con mayor frecuencia ha sido la via
transtraqueal y/6 intratraqueal/endobronquial. La diferencia entre ambas consiste en la
presencia de celulitis y necrosis en el punto de inoculacion. Las lesiones ;::inonares son muy
marcadas, observandose una bronconeumonia catarropurulenta con preseacia de abundante
edema, macrofagos alveolares y neutréfilos degenerados (Ojo, 1976a; Rosendal, 1983). Una
observacion constante es la presencia de una neumonia intersticial localizada especialmente en
los septos interlobulillares con abundante edema e infiltrado leuc~:itario (Ojo, 1976a;
Rosendal, 1983; Guha y Verma, 1987b). Con menor frecuencia se observan los fenémenos de
necrosis en los septos alveolares, tejido conectivo interlobulillar y pleura (Ojo, 1976a;
Rosendal, 1983; Bolske y cols., 1989). En estas infecciones son frecuentes las complicaciones
por otros microorganismos, principalmente pasteurelas, que inducen intensos fenomenos de
necrosis y una neumonia fibrinosa (Rapapport y Bar-Moshe, 1984; Bolske y cols., 1989).

En un trabajo experimental (Rodriguez, 1993) la reprod:. -+ de las lesiones
pleuroneumonicas fue posible inicamente al inocular simultaneame::zc . - :.fasmas Mmc
y Mmml C por via intratraqueal en cabritos de siete dias de edad, mientras gue en animales de
3-4 meses solo se desarrollaron lesiones bronconeumonicas. La mayor intensidad de las
lesiones pulmonares resultantes de la inoculacion de ambos microorganismos, confirma el
sinergismo patogénico inducido por mas de un agente etiologico en el aparato respiratorio
(Rodriguez, 1993).

En las moculaciones orales de MmmlI_.C realizadas en cabritos neonatos que no recibieron
calostro (DaMassa y cols., 1986), las lesiones consistieron en poii.-iitis fibrinopurulenta,
neumonia intersticial con abundante fibrina, pleuritis y pericarditis f:i::i::¢:sas. En el pulmon se
observo una marcada congestion de las arteriolas y los capilares cor: nccrosis vasculares y
formacion de trombos. Sin embargo, los intentos de reproducir la enfermedad en animales

mayores por via oral, no han sido concluyentes (Bolske y cols., 1989).
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2.4.3- Neumonia producida por Mycoplasma mycoides subespecie capri (Mmc).

° Mmc est4 clasificado dentro del grupo Mycoplasma mycoides, en intima relacién con
MmmI C. La presencia de este micoplasma ha sido notificada en Africa, Asia y Australia,
siendo considerado actualmente por muchos investigadores como una especie inusual o rara
(MacOwan, 1984; DaMassa y cols.,, 1992). El aislamiento de Mm¢ en un brote de
pleuroneumonia caprina constituye la primera referencia de esta especie en Espaifia (Villalba

y cols., 1992). La cepa patron de este microorganismo fue aislada por Chu y Beveridge en
1949, habiéndose considerado durante muchos afios como la responsable de 1a Pleuroneumonia
Contagiosa Caprina (PNCC) clasica (Cottew, f982; Gourlay y Howard, 1982). Posteriormente
se comprobo que la inoculacion intramuscular de esta cepa desarrollaba lesiones purulentas en
el punto de inoculacion, y no lesiones neumonicas (MacOwan, 1984). Las lesiones neumonicas
si se producian después de la inoculacion intranasal (aerosol), observandose pleuroneumonia
en cabra y neumonia en oveja. Estas lesiones diferian claramente de las caracteristicas propias
de la PNCC clasica, por lo que se concluyé que Mmg es el agente causal de lesiones
pleuroneuméonicas, pero no de la PNCC clasica (McMartin y cols., 1980; MacOwan, 1984).

Las técnicas actuales han permitido, en los ultimos afios, reclasificar retrospectivamente
los aislamientos definidos originalmente como Mmgc, por lo que hoy en dia existen dudas
razonables sobre el poder patogeno real de Mg (Cottew, 1979; McMartin y cols., 1980;
Moulton, 1980; Cottew y Yeats, 1981; MacOwan, 1984; DaMassa y cols., 1992). Asi, Al-
Aubaidi y cols. en 1972 demostraron que la cepa Von, aislada en Nigeria por Longley (1951)
era diferente de la cepa PG3, y la clasifico6 como MmmI.C. También, otras cepas aisladas en
EEUU (Barber y Yedloutschnig, 1969; Jonas y Barber, 1969; Ye-dloﬁtschnig y cols., 1971;
Pearson y cols., 1972; Nakagawa y cols., 1976), en Turquia (Cottew y cols., 1969) y la cepa
denominada AQ aislada en Japon (Nakagawa y cols., 1976), clasificadas originariamente como
Mmc, fueron reclasificadas como MmmI.C (Thigpen y cols., 1981; DaMassa y cols., 1992).
Sin embargo, los chequeos serologicos en explotaciones caprinas han demostrado que Mmc
se encuentra ampliamente difundido con caracter endémico en ciertas zonas del mundo, en las
que causa una enfermedad parecida a 1a PNCC clasica (Jones y Wood, 1988).

En los 1ltimos afios han sido muy escasos los aislamientos de este micoplasma, por lo que
existe muy poca informacién adicional sobre la patogenicidad de este microorganismo. La
enfermedad producida por Mmc se caracteriza por afectar casi exclusivamente a la cavidad
toricica, pudiéndose presentar en una forma septicémica pasajera, aunque no es frecuente

encontrar otra sintomatologia organica (Jones, 1989; DaMassa y cols, 1992).
Excepcionalmente, Mmc ha sido aislado de mama (Perreau y cols., 1972). En los brotes

naturales de la enfermedad el curso puede ser agudo o cronico. En el primer caso, se observan
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dificultades respiratorias, con respiracion abdominal, ruidos, tos y un aumento del reflejo
tusigeno. En el segundo caso, los sintomas respiratorios son menos manifiestos y dificiles de
detectar, pudiendo pasar desapercibidos (Jones, 1989; DaMassa y cols., 1992).

La reproduccién experimental de la enfermedad se ha conseguido mediante inoculacidén
por via intratraqueal/endobronquial, induciéndose lesiones pleuroneumonicas muy parecidas
a las descritas en la infeccién pulmonar por MmmI.C. En todos los casos se presento la
inflamacién en el punto de inoculacién, con fiebre y sintomatologia respiratoria aguda (Ojo,
1976a). Rodriguez (1993) reprodujo experimentalmente lesiones pleuroneumonicas al inocular
simultdneamente los micoplasmas Mmec y MmmLC por via intratraqueal en cabritos de siete
dias de edad, mientras que en animales de 3-4 meses sélo se desarrollaron lesiones

bronconeumonicas.

Las lesiones observadas tras la infeccion con Mme se encuentran normalmente limitadas
a pulmoén, pleura y pericardio, siendo muy parecidas a las desarrolladas por MmmLC.
Macroscopicamente, los 16bulos pulmonares muestran distintos grados de hepatizacion, con
moderada dilatacion de los septos interlobulillares. La pleura de los 16bulos afectados se
presenta con frecuencia cubierta por membranas de fibrina v acd“crencias al diafragma,
pericardio y pared toracica, siendo constante la presencia de hidrotGrax normalmente turbio
y rojizo. El pericardio aparece engrosado con aspecto blanquecino debido a la presencia de
fibrina. Los ganglios linfiticos regionales, especialmente los bronquiales y mediastinicos, se

observan aumentados de tamafio, edematosos y hemorragicos. Histopatologicamente, las areas °

del pulmoén afectado muestran congestion de los septos alveolares, edema alveolar intenso,
bronconeumonia purulenta aguda, pleuritis fibrino-purulenta aguda y pericarditis fibrinosa
(Kaliner y MacOwan, 1976; MacOwan, 1976; Ojo, 1976a).

La inoculacién intracanalicular da lugar a una mamitis unilateral con contenido purulento
en los acinos mamarios y un aumento de tamaiio de los ganglios linfiticos retromamarios (Misri
y cols., 1988). En los animales inoculados intracanalicularmente se observé una mamitis
purulenta difusa con marcada descamacion y exudacion de neutréfilos, evolucionando la lesion
hasta una mamitis intersticial cronica con atrofia y fibrosis del parénquima mamario (Kaliner
y MacOwan, 1976; MacOwan, 1976; Ojo, 1976a; Misti y cols., 1988).

En el ganado ovino se ha aislado Mmc de pulmon de cordercs con neumonia (Sreelamulu
y cdls., 1987). Tras la inoculacién experimental se observé una neumonia intersticial, lesion que
los autores consideran especifica, ya que previamente se emplearon antibioticos para impedir
la colonizacién bacteriana secundaria que evitaria la presencia de un exudado celular y

fibrinoso, que los autores atribuyen a la contaminacion de agentes secundarios.
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2.4.4 Neumonia producida por Mycoplasma capricolum subespecie capricolum.

La descripcion de M, capricolum subsp. capricolum (Leach y cols., 1993) se corresponde
con la realizada por Tully y cols.en 1974 para M, capricolum. El ADN de M. capricolum subsp.
capricolum presenta un 80% de homologia con respecto al del antiguo M. Biotipo F38, por lo
que tras diversos estudios (Christiansen y cols., 1982; Emo y cols., 1983; Costas y cols., 1987;
Bonnet y cols., 1993) se han considerado los antes denominados M. capricolum y M, Biotipo
F-38 como subespecies dentro de una misma especie, pasando a denominarse M. capricolum
subsp capricolum y M, capricolum subsp. capripneumoniae respectivamente (Leach y cols.,
1993).

Este micoplasma es especialmente patogeno para el ganado caprino, aunque también se
ha aislado del ganado ovino y bovino. Practicamente todas las cepas aisladas son patégenas,
causando cuadros agudos que afectan a animales de todas las edades y, en especial, a los mas
jovenes, en los que la morbilidad y mortalidad son mayores. Las vsiones mas frecuentes
consisten en poliartritis y mamitis, y, con menor frecuencia, neun: :;atias (DaMassa y cols.,
1983b, 1984 y 1992; Bolske y cols., 1988).

En inoculaciones experimentales por via parenteral, M. capricolum subsp. capricolum
produce una enfermedad normalmente aguda, caracterizada por hipertermia marcada, signos
de neumonia, poliartritis y mamitis. Esta especie produce septicemia, persistiendo el
micoplasma en las articulaciones si el animal sobrevive (DaMassa y cols., 1987b). En los
cabritos infectados experimentalmente por via oral se puede observar una neumonia diferente
a la observada en Ia PNCC clisica, que raramente va acompaiiada de pleuritis y/o de poliartritis
(DaMassa y cols., 1983b).

En los animales jovenes infectados, los pulmones presentan zonas atelectasicas junto a
zonas de consolidacién rojizas, pudiendo aparecer alguna adherencia entre los l6bulos y un
abundante liquido serohemorragico en la cavidad toracica. Las lesiones microscépicﬁs en el
pulmoén consisten en una neumonia intersticial difusa con aumento evidente del nimero de
leucocitos en las paredes alveolares (DaMassa y cols., 1983b y 1987b; Cordy, 1984).
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2.5 NEUMONIAS CAUSADAS POR OTROS MICOPLASMAS

1Y

2.5.1 Neumonia producida por Mycoplasma ovipneumoniae.

‘M, ovipneumoniae es un microorganismo ubicuo que ha sido aislado con frecuencia del
aparato respiratorio del ganado caprino (DaMassa y cols., 1992). La patogenicidad real de este
~micoplasma es muy controvertida, asi para Goltz y cols. en 1986, M. ovipneumoniae causa
neumonias agudas y cronicas y pleuritis en el ganado caprino. Las inoculaciones experimentales
realizadas con M, ovipneumoniae por via endobronquial producen signos de enfermedad en
animales jévenes y adultos (Goltz y cols., 1986). Sin embargo, otros autores lo consideran
apatogeno para el ganado caprino, al haberlo aislado con frecuencia de pulmones de animales
sanos (DaMassa y cols., 1992). También hay autores que lo consideran apatdgeno para los
ovinos, después de haberlo inoculado solo o conjuntamente con P, haemolytica (Davies y cols.,
1981; Buddle y cols., 1984).

En un estudio experimental con macerados de pulmon que contenian M. ovipneumoniae,
se observaron lesiones en el 50% de los animales, que consistieron en una neumonia exudativo-
proliferativa intensa. Por el contrario, la inoculacién de las cepas después de haberlas cultivado
indujo lesiones en el 21% de animales, indicando asi 1a atenuacion de M. ovipneumoniae por
pases en cultivo. Las lesiones macroscopicas se caracterizaron por el engrosamiento pleural,
adherencias y abundante liquido amarillento en la cavidad toricica. El parénquima pulmonar
situado bajo la zona de pleura afectada presentaba un color rojo-pardusco y una consistencia
firme (Goltz y cols., 1986). Las lesiones microscopicas descritas fueron pleuritis
fibrinopurulenta con bronquiolitis y alveolitis (Goltz y cols., 1986). En otros casos, se ha
observado una neumonia leve con atelectasia y engrosamiento de los septos interalveolares,

conteniendo éstos numerosos neutréfilos y linfocitos (Mohan y Obwolo, 1990).

. 2.5.2 Neumonia producida por Mycoplasma agalactiae.

Aunque este micoplasma est implicado frecuentemente en el denominado "Sindrome de
Agalaxia Contagiosa" de la oveja y de la cabra en periodos de lactacion, también ha sido
aislado de vias respiratorias (Gupta y cols., 1984). Algunos estudios experimentales han
demostrado que M., agalactiae puede provocar por via intratraqueal, neumonias en cabritos de
2 a 4 meses de edad. Sin embargo, la mortalidad en estos trabajos fue muy escasa,
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manteniéndose el micoplasma en el pulmoén de los animales que sobrevivieron (Guha y Verma,
1987a). Histopatologicamente, las lesiones encontradas fueron de tipo neuménico con distinto
grado de intensidad. Los capilares septales mostraron congestion con exudacién serosa o
serofibrinosa y abundantes macrofagos alveolares. Las lesiones pleuroneuménicas sélo han sido
descritas en un caso (Cottew, 1984).

2.6 OTRAS ESPECIES NO PATOGENAS DE MICOPLASMAS

Del pulmén del ganado caprino han sido aislados otros micoplasmas apatogenos. Estos

son M, arginini, M. conjunctivae, AQMMMM,yAQMM(CMewy
Yeats, 1982; Jones, 1983; Hazell y cols., 1985)

2.7 NEUMONIAS POR PASTEURELAS EN EL GANADO CAFPRINO Y OVINO

P, haemolytica y P. multocida son las dos especies de Pagteureliz ¢.. © * - :ontrado
con mayor frecuencia en pulmones de ovinos y caprinos. La distribucién de ambas es mundial,
siendo la prevalencia de P, haemolytica superior en los pequefios rumiantes (Carter, 1967,
Gilmour, 1980). Comparativamente, los aislamientos de P. haemolytica y P. multocida en
_brotes neuménicos han sido descritos con mayor frecuencia en el ganado ovino que en el
caprino (Jones y cols., 1978 y 1982a ; Jones, 1989).

Las infecciones dobles, bien virus y Pasteurella spp. 0 Micoplacs- 37, mas Pasteurella
spp., inducen los cuadros lesionales mas graves en estos animales (Dav: - .:ols., 1977, 1981
y 1982;-Sharp y cols., 1978; Al-Darraji y cols., 1982). Asi, la inoculacic:ii cxperimental de P,
haemolytica provocé una-bronconeumonia purulenta, con presencia de muitiples abscesos con
centros necréticos proximos a bronquios, uha pleuritis fibrinosa, y una bronconeumonia aguda
necrotizante cuando se inoculd previamente el virus Parainfluenza 3 (Davies y cols., 1981 y
1982; Buddle y cols., 1984). ‘
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La infeccion conjunta de M, ovipneumoniae y P. haemolytica indujo una neumonia

cronica acompaiiada, en algunos casos, de pleuritis (Jones y cols., 1978). En la neumonia

atipica de la oveja, el aislamiento negativo de P. haemolytica ha sido interpretado como una

rapida eliminacién de esta bacteria de las lesiones pulmonares en relacién al mismo fenémeno

de eliminacién de M. ovipneumoniae (Gilmour y cols., 1982).

En la literatura se describen pocos casos de pasteurelosis naturales en el ganado caprino,
y también son escasas las pruebas experimentales que demuestren el poder patogeno de P.
multocida y de P,_haemolytica en esta especie (Mugera y Kramer, 1967; Pegram, 1974; Ojo,
1975; Doutre y Perreau, 1983a,b; Ngatia y cols., 1986, Hayashidani y cols., 1988). Se ha
descrito la presencia de ambas bacterias y Mycoplasma spp. en animales aparentemente sanos
y en animales enfermos.

Doutre y Perreau (1983a) aislaron 3 cepas de M, arginini, 21 cepas de P. multocida y 24
cepas de P, haemolytica de animales asintomaticos. En todos los casos, los aislamientos se
realizaron a partir de muestras de senos nasales, laringe y traquea, siendo negativas las
muestras procedentes del parénquima putmonar. De esta forma concluyeron que las neumonias
por Pasteurellas spp. se deben a la complicacién de las lesiones producidas por otros agentes.
Igualmente, estas bacterias han sido aisladas de brotes de PNCC clasica, asi como de lesiones
pulmonares de las que se aislaron MmmI.C y Mmc (Bélske y cols., 1989; Rodriguez, 1993).

Hasta el articulo publicado por Borgman en 1955, las enfermedades producidas por P,
multocida y P. haemolytica en el ganado caprino fueron atribuidas exclusivamente a P,
multocida (Hayashidani y cols., 1988). En 1960 Gourlay describié el primer caso en el cual se
asociaba el aislamiento de P, haemolytica a lesiones neumonicas en cabras, sin que se aislaran
otros microorganismos (Hayashidani y cols., 1988). Posteriormente, Mugera y Kramer en 1967
describieron un brote agudo de neumonia causada por P. haemolytica que afect6 a un total de
20 cabras, muriendo 12 de forma aguda con sintomas respiratorios. Las lesiones encontradas
_ se localizaron en pulmon, pleura y pericardio. El pulmén mostré zonas neumonicas en los
16bulos apicales y medios, con septos interlobulillares engrosados y de aspecto edematoso y
fibrinoso, afectando a la pleura de la misma forma. En el estudio histopatoldgico, los alvéolos
se encontraron con abundante edema proteinaceo junto a linfocitos, neutrofilos, macrofagos
alveolares y células epiteliales descamadas. En 1a pleura se observo una inflamacién fibrino-

purulenta con focos de necrosis (Jones, 1989). -

En inoculaciones experimentales por distintas vias se ha descrito que algunos animales
murieron mostrando una pleuroneumonia fibrinosa, con septos interlobulillares dilatados
conteniendo liquido serofibrinoso, bronquios repletos de un exudado gris-amarillento y la
pleura cubierta por membranas de fibrina en las zonas mas afectadas. El parénquima pulmonar
present6 una coloracion rojiza y de consistencia firme. Histopatologicamente, la lesién se
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caracterizo por la presencia de distintas fases evolutivas neumdnicas, de distribucion lobulillar
con afectacion de la pleura. En muchos animales se desarrollaron lesiones crénico-proliferativas
con engrosamiento de los septos interalveolares conteniendo abundantes leucocitos,
concluyéndose que P. hagmglﬂiga- induce lesiones neumonicas fibrinosas (Mugera y Kramer,
1967; Ngatia y cols., 1986; Hayashidani y cols., 1988). La inoculacion intratraqueal de una
cepa de P._haemolytica biotipo T provocé neumonia en algunas cabras, pero estas
observaciones son dificilmente interpretables debido a que se produjeron infecciones )
concomitantes por otros microorganismos como P, multocida (Ngatia y cols., 1986).

2.8 NEUMONIA ENZOOTICA

Bajo el término genérico de Neumonia Enzoodtica se agrupan dos formas de neumonia
presentes en grupos de animales jovenes mantenidos en estrecho contacto. La importancia
relativa de cada una de estas dos formas, una bronconeumonia exudativa aguda y una
neumonia broncointersticial mas crénica, difiere en funcion de la especie animal afectada (Jubb
y cols., 1993). |

2.8.1 Neumonia enzootica en vacuno.

En vacuno esta enfermedad se atribuye a la accién sinérgica de varios virus, micoplasmas
y bacterias, lo que condiciona los cambios morfologicos descri:c-:. < ‘i.u considerado como
agentes viricos mas importantes el virus respiratorio sincitial bovi:-0 y el virus Parainfluenza
3, evidenciandose que la neumonia aguda es iniciada por la infeccion virica (Jubb y cols.,
1993).

En la mayoria de los casos se describe ademés una bronconeumonia aguda de origen
bacteriano. Aunque se han aislado mas de 20 especies diferentes de bacterias asociadas a este
tipo de lesion, las mas importantes son_Pasteurella haemolytica y Pasteurella multocida. Otras
bacterias aisladas en menor medida son Streptobacillus actinoides, Actinomyces pyogenes y
E. coli. También ocasionalmente pueden aislarse clamydias (Jubb y cols., 1993).

Diversas especies de micoplasmas, especialmente M. bovis, M. dispar, y Ureaplasma spp.
contribuyen igualmente a la forma aguda de neumonia enzodtica, junto con los virus y bacterias
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antes mencionados. Los micoplasmas también son importantes como agentes asociados a la
forma crénica de neumonia enzodtica. Histoldgicamente la lesion consiste en una neumonia
broncointersticial crénica con componente exudativo y proliferativo. En los estadios mas
crénicos Ia lesion mAs relevante es el estrechamiento de los bronquiolos debido a la presencia
de intensas linfoproliferaciones (Jubb y cols., 1993).

2.8.2 Neumonia enzodtica en ovino.

Esta enfermedad presenta una gran similitud con la neumonia enzoética del vacuno. La
forma aguda se corresponde con la pasteurelosis neuménica, mientras que la forma crénica,
enzootica o neumonia broncointersticial, presenta una gran similitud con la descrita en vacuno
y porcino. Dado que el término neumonia enzodtica se usé inicialmente solo para referirse a
la pasteurelosis neumonica de la oveja, otros términos como neumoriz intersticial proliferativa,
neumonia exudativa proliferativa, neumonia atipica y neumonia crérica no progresiva, se han
utilizado para referirse a la forma crénica. Para evitar confusiones, esta forma cronica deberia
denominarse también Neumonia Enzodtica, al igual que en vacuno y porcino (Jubb y cols.,
1993).

La neumonia atipica (NA) de la oveja, asi denominada parz diferenciarla de la
Pasteurelosis o Neumonia Enzodtica Clasica y generalmente mor.: . . - _:urita por primera
vez en 1963, siendo definida por su cuadro anatomopatolégico (& . _ . :isbet, 1963).

La NA es una neumonia exudativa y proliferativa en la que aparece una consolidacion
parcial o total de los 16bulos anteriores de los pulmones, observandose en ocasiones pleuritis.
La enfermedad, que afecta a animales de 2 a 12 meses de edad, es crénica, no progresxva
generalmente subclinica y raramente mortal (Jones y cols., 1979).

‘Encuantoala etiologia de la enfermedad, los principales agentes que intervienen en la NA
son M. ovipneumoniae y diversos serotipos de Pasteurella haemolytica, aunque ocasionalmente
pueden aislarse otros organismos como Bordetella parapertussis a partir de lesiones de NA,
los cuales pueden modificar la enfermedad en mayor o menor grado (Jones y cols., 1979; Jubb
y cols., 1993).

El alto grado de asociacion entre la presencia de M., ovip 'nemgniae y las lesiones de NA
(Jones y cols., 1979), asi como la reproduccién experimental de la enfermedad mediante
mnoculacién de homogeneizados pulmonares con este microorganismo, contribuyen a establecer
a M. ovipneumoniae como el agente primario de la NA (Alley y Clarke, 1979; Gilmour y
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cols.,1979). Sin embargo, este microorganismo es un patégeno facultativo que induce
alteraciones patoldgicas cuando los mecanismos defensivos del hospedador se encuentran

comprometidos.

Se considera que Pasteurella haemolytica es el principal factor secundario y complicante
de la NA. Excepto a concentraciones muy altas, P, haemolytica no produce lesiones ni persiste

cuando es inoculada en los pulmones de ovejas de mas de 2-3 meses de edad (Gilmour y cols.,

1979). Sin embargo, si se inoculan intranasal o intratraquealmente a una dosis baja de 10°
microorganismos cultivos u homogeneizados de pulmén con M. ovipneumoniae
simultineamente, o siete dias antes que P, haemolytica se inducen sintomas de neumonia aguda
(Jones y cols., 1978, 1982a).

Otros microorganismos se han asociado con la NA, tales como M, arginini, Chlamydia
psittaci ovis, Pasteurella multocida y Acholeplasma oculi. Los hallazgos de campo sugieren qué
M. arginini no produce ni modifica la neumonia crénica ovina, pero puede localizarse y
* desarrollarse en los pulmones de ovejas sometidas a malas condiciones de manejo. La
inoculacién experimental en pulmones de ovejas con M. arginini no produce colonizacion
pulmonar ni enfermedad (Jones y cols., 1982b). Fruto de estos mismos trabajos se dedujo que
las clamydias carecian de un papel relevante en las neumonias cronicas ovinas. Otros
microorganismos como P, multocida y Acholeplasma oculi han sido aislados en raras ocasiones
a partir de pulmones de ovejas neumonicas. No se ha descrito aislamiento virico alguno en
casos de NA pero en un estudio realizado en corderos estabulados, los datos serologicos
indicaron que la infeccién con virus parainfluenza 3 precedio a la localizacion pulmonar de
micoplasmas y bacterias, asi como al desarrollo de 1a NA (Jones y cols., 1979). Esto sugiere
que, bajo condiciones naturales, el virus PI3 puede tener a veces importancia en el inicio de la
enfermedad.

La NA puede afectar al 40% de los corderos del rebafio, pero los sintomas son
generalmente ligeros y pueden pasar desapercibidos. Los signos principales son: tos cronica
acompafiada de disnea o hiperpnea, flujo nasal mucopurulento y depresion. Pueden producirse
muertes esporadicas. Los trabajos experimentales demuestran que la gravedad de los sintomas
esta condicionada a la presencia de P,_haemolytica. Cuando las bacterias estin ausentes no se
desarrolla fiebre , aprecisndose ésta durante 2-5 dias después de su inoculacion. La depresion
acompaiia a la fiebre y la muerte se produce en un 10-25% de los animales entre los 2-90 dias
postinfeccion (Jones y cols., 1982b).

Las lesiones de NA estdn limitadas generalmente a los 16bulos apical y cardiaco y con
menor frecuencia, a los bordes anteriores de los 16bulos diafragmaticos del pulmén. Al realizar
cortes del tejido consolidado se pueden observar nédulos de color gris blanquecino,

frecuentemente prominentes, en la superficie de corte. A veces se observa una pleuritis
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- caracterizada por la aparicién de fibrina o adherencias.

Al realizar la descripcion original de la NA (Stamp y Nisbet, 1963) se consideraron dos
formas histologicas de la enfermedad, la neumonia intersticial y la hiperplasia. linfoide. La
neumonia intersticial era Ia mas comuin, apareciendo en un 90% de los casos observados, y sus
caracteristicas macroscopicas y microscopicas son las anteriormente descritas. Entre las
respuestas tisulares observadas destaca la hiperplasia lifoide nodular y la hiperplasia epitelial
bronquiolar, asi como el aumento de células mononucleares, mayoritariamente linfocitos, en
los septos alveolares. Algunos alvéolos pueden estar colapsados, pero la mayoria contienen un
exudado en el que los macrofagos son una caracteristica constante, siendo las agrupaciones de
neutrdfilos de aparicion variable. Rara vez se observa una pseudoepitslizacion de los alvéolos
como consecuencia de una hiperplasia de neumocitos tipo II. Una lesitn histologica tipica de
la NA es la presencia de cicatrices nodulares situadas entre, o muy proximas, a las paredes
bronquiolares. Tienen un aspecto hialino y pueden proyectarse en la luz de los bronquiolos con
una delgada cubierta epitelial; estas cicatrices hialinas aparecen con mayor frecuencia dos

meses después de la infeccion (Gilmour y cols., 1982). El exudado desaparecis hacia los tres -

meses después de la infeccion, coincidiendo con la imposibilidad de - - emplvtica de
los pulmones. Sin embargo, la hiperplasia linfoide nodular parecia ¢. . Gy
result6 ser la principal caracteristica al final de un periodo de obs.. .- . L,

siendo entonces cuando el exudado de macréfagos y la hiperplasia epiteliai bronquiolar
sufriecron aparentemente una regresion. Una caracteristica significativa fue que M.

ovipneumoniae se aislé de los pulmones en estas ultimas fases.

La hiperplasia linfoide, segunda forma de 1a NA segin la descripion original (Stamp y
Nisbet, 1963), se caracteriza por la presencia de extensos manguitos de tejido linfoide
rodeando las vias aéreas y un ligero exudado de macrofagos en los alvéolos proximos. Esta
forma de lesion se ha observado en corderos jovenes antes de la edad a la cual aparece
comtinmente la NA (Jones y cols., 1979), y en las ltimas fases de resolucion de la neumonia
exudativa proliferativa (Gilmour y cols., 1982). En ambos casos, M, ovipneumoniae resulto ser
el inico microorganismo aislado, concluyendo que la hiperplasia linfoide es una manifestacion
comiin y generalmente tardia de la infeccion pulmonar por este micoplasma.

2.8.3 Neumonia enzodtica en porcino.

Este término en porcino se considera sindnimo de Neumonia Enzodtica Micoplasmica.
Los micoplasmas aislados mas frecuentemente son M. hyopneumoniae y M. hyorhinis,
especialmente el primero de ellos. Otros mollicutes como M. flocculare y_Ureaplasma spp.
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pueden aislarse ocasionalmente de estas lesiones. Simultaneamente se han descrito
principalmente Pasteurella multocida, Actinomyces pyogenes, Haemophilus spp,
Streptococcus spp., Staphylococcus spp., Klebsiella spp. y Bordetella bronchiseptica (Jubb y
cols., 1993). '

La lesién macroscopica més importante en este tipo de neumonia es una consolidacién de
la region cran_eoyentral del pulmén, incluso en ocasiones pequeiios nodulitos en el centro de
lobulillos atelectasicos indican la presencia de tejido linfoide peribronquiolar (Jubb y cols.,
1993).

Histologicamente la lesién consiste en una neumonia catarral broncointersticial con
linfoproliferacién peribronquial, peribronquiolar y perivascular en las fases mas crénicas. En
los casos mis graves los nédulos linfoides hacen prominencia sobre la muscular de la mucosa
y ocasionan un estrechamiento de la luz de las vias aéreas, e incluso en ocasiones se observan
centros germinales. El epitelio correspondiente se encuentra desprendido, particularmente en
bronquiolos donde existe una hiperplasia epitelial A nivel alveolar se observa un
engrosamiento de los septos interalveolares y un acumulo de exudado en su luz, compuesto
fundamentalmente por macrofagos alveolares (Jubb y cols., 1993).

2.9 DEMOSTRACION INMUNOHISTOQUIMICA DE MICOPLASMAS EN
TEJIDOS FIJADOS

El diagnéstico laboratorial de las infecciones por micoplasmas esta basado en su
aislamiento a partir de tejidos infectados y en la identificacion subsiguiente de las especies
implicadas mediante pruebas bioquimicas y serologicas, como son la inhibicion de crecimiento
¢ inhibicion del metabolismo (Erno y cols., 1978; DaMassa y cols., 1986).

Emo (1977), en su tral;ajo sobre la identificacion de micoplasmas de pequefios rumiantes
empleo la técnica de la mmunofluorescencia indirecta (IFT) sobre colonias, concluyendo que
los antisueros policlonales pueden utilizarse con esta finalidad, pudiendo obviarse alguno de
los test bioquimicos necesarios para caracterizar algunos micoplasmas. Otros autores (Al-
Aubaidi y cols., 1971; Emo, 1977; Trichard y cols., 1989) han empleado la técnica de IFI para
1a identificacién de colonias de micoplasmas fijadas en alcohol, lo que les ha permitido
diferenciar distintas especies o subespecies, como Mmc, MmmLC y M, agalactiae, cuando
estos micoplasmas se presentan en cultivos mixtos (Tessler y Yedloutschnig, 1972; Tessler,
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1973). Sin embargo, la IFI tiene inconvenientes cuando se utiliza sobre tejidos, al no poder
identificar microorganismos individuales, lo que si pueden hacer las técnicas de
inmunoperoxidasa (Hill, 1978). De esta forma se establece la posibilidad de una mayor
amplificacion de la reaccion, al emplear métodos como la peroxidﬁsa antiperoxidasa (PAP) y
el Complejo Streptavidina Biotina Peroxidasa (SBp).

En pulmones de ratas infectados con M. pulmonis se observé que la técnica de
inmunoperoxidasa (IP) y de inmunofluorescencia (IFI) detectaban especificamente estos
_microorganismos en el borde apical de las células epiteliales de los bronquios, siendo mejores
los resultados con la técnica de inmunoperoxidasa. Esta técnica se empled entonces para
realizar un estudio retrospectivo de M, pulmonis en muestras fijadas en formol, observandose
la inmunorreaccién en las mismas localizaciones que las descritas en los animales inoculados
experimentalmente (Hill, 1978). |

El empleo de estas técnicas para la demostracion de micoplasmas en tejidos infectados
simultineamente por distintas especies de micoplasmas ha sido realizado por Polak-Vogelzanag
y cols. (1978) y Martin de las Mulas y cols. (1990), llegando a hipotetizar, en algunos casos,
la posibilidad de diferenciar micoplasmas "in situ", lo que obviaria problemas en el clonaje
cuando coexisten en el medio micoplasmas con diferente velocidad de crecimiento (Martin de
las Mulas y cols., 1990). )

Fl estudio inmunohistologico mediante la técnica de la Streptavidina-Biotina-Peroxidasa
en un trabajo experimental (Rodriguez, 1993), demostr la maYor implicacion de los
micoplasmas en las lesiones pleuroneuménicas frente a la participacién menos refevante de P,
multocida. Sin embargo este método no estan especifico como el método de la inhibicién del
metabolismo, a la hora de identificar subespecies de micoplasmas cuando se utilizan antisueros
policlonales (Rodriguez, 1993).

En el ganado porcino se han utilizado estas técnicas (IP y IF) para el diagndstico de M.
hyopneumoniae y M. hyorhinis en pulmones infectados de forma natural y experimental. En los
animales inoculados experimentalmente, la inmunopositividad se localizo en las luces de
bronquios y bronquiolos primarios (Meyling, 1971; Bruggmann v cols., 1977; Amanfu y cols.,

~1984). Doster y Lin, en 1988, utilizaron la técnica d¢ inmunoperoxidasa y la de
inmunofluorescencia para el diagnéstico de M. hyopneumoniae ei: pulmones fijados en formol,
con resultados similares en las células epiteliales de bronquios y bronquiolos, e

intracelularmente en macrofagos, resultando la IP més sensible que la IF.

En el ganado bovino también se han utilizado las técnicas de inmunoperoxidasa e
inmunofluorescencia para la deteccion de micoplasmas. La técnica de la inmunofluorescencia
ha sido empleada sobre improntas de parénquima pulmonar, contenido de secuestros
pulmonares y liquido pleural en infecciones el MmmSC. Los resultados fueron positivos en un
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96% de los animales frente a un 64% en el aislamiento del micoplasma (Trichard y cols., 1989).
Con técnicas de inmumoperoxidasa se obtuvieron resultados positivos en el tracto respiratorio
pulmonar, en macrofagos alveolares y en la periferia de los focos de necrosis (Ferronha y cols.,
1988).

En lesiones pulmonares causadas por M, bovis se detectaron mediante técnicas de
inmumoperoxidasa, observandose antigenos de estos microorganismos asociados a la banda de
piocitos que delimita los focos de necrosis. También se observo positividad en la luz de los
bronquios y bronquiolos, y, en algunos casos, entre las células epiteliales de los bronquiolos
(Thomas y cols., 1986; Gourlay y cols., 1989). Igualmentz, se detecté P._haemolytica en
pulmones infectados con M. bovis, observandose la presencia constante, en estos casos, de

leucocitos alargados o en "grano de avena" (Gourlay y cols., 1989).

Las lesiones en bovinos y en otras especies animales, causadas por P. multocida y P.
haemolytica en infecciones naturales y experimentales también han sido estudiadas con la
técnica de la inmunoperoxidasa empleando anticuerpos policlonzies creados en conejos. Con
esta técnica se han demostrando antigenos en el citoplasma d¢ neutréfilos y macrofagos en
distintas zonas del pulmén y de la pleura. Fue muy caracteristica la presencia de estos
microorganismos en las dreas limitrofes de los focos de necrosis (Haritani y cols., 1989a,b y
1990). ' ‘

2.10 BACILO ASOCIADO A LA MUCOSA RESPIRATORIA CILIADA (CAR-
BACILLUS)

* 2.10.1 Descripcién y evolucion historica.

La primera descripcion de la bacteria actualmente conocida como CAR-bacillus (Cilia
Associated Respiratory BacillusfGanaway y cols., 1985) se realizé en 1980 por van Zwieten
y cols. al estudiar el aparato respiratorio de ratas de laboratorio afectadas de enfermedad
respiratoria crénica murina (CRD). El estudio histopatologico de las lesiones observadas en
este brote natural evidencié linfoproliferaciones peribronquiales, asi como bronquiectasias y
bronquioloectasias. El borde ciliado de las vias aéreas afectadas se observé mucho mas basofilo
de lo normal y la técnica Warthin-Starry demostré unas bacterias largas, filamentosas, alineadas
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perpendicularmente sobre la superficie del epitelio traqueobronquial, situadas entre los cilios
y con una morfologia similar a los mismos.

Con el microscopio electrénico se confirmé su localizacién y la estructura de estas .

bacterias filamentosas, con un didmetro medio de 210 nm, presentando un estrechamiento de
hasta 155 nm en porcion apical con un ensanchamiento bulboso terminal de 170 nm, y una
longitud media de 8 micras, con un rango de 4 a 12 micras. Ultraestructuralmente se observo
una pared celular externa trilaminar de 15 nm de espesor, separada por una zona adielectronica
de 8 nm de una membrana celular interna de 9 nm.

Esta descripcion inicial no difiere de la realizada por MacKenzie y cols. en 1981 quienes
describieron estas bacterias filamentosas en los bordes ciliados de la mucosa nasal, trompas de
Fustaquio, traquea, bronquios y bronquiolos de ratas salvajes con enfermedad respiratoria
crénica. Estos mismos autores decribieron también la presencia de estas bacterias en una
colonia de Mystromis albicaudatus, en conejos y en un raton. Igualmente observaron el bacilo
en una diapositiva de una rata afectada por micoplasmosis respiratoria cronica correspondiente
a un caso recibido en el Instituto de Patologia de las Fuerzas Armadas (USA) en 1958.

Ganaway y cols. en 1985 propusieron la denominacién de Cilia Associated Respiratory
(CAR) Bacillus, al estudiar las vias respiratorias de ratas afectadas de enfermedad respiratoria
crénica y realizar el primer aislamiento. Las bacterias observadas presentaron una localizacion
y estructura similar a la descrita por los autores anteriores. Sus caracteristicas tintoriales fueron
las de un microorganismo Gram negativo y PAS negativo, presentando una tincién muy debil
con anilinas bésicas, si bien se demostraron ficilmente con la técnica de plata Warthin-Starry.

El tratamiento con calor (56°C durante 30 minutos) destruy6 la infectividad del bacilo.
Igualmente se demostré su resistencia ala congelacién/descongelacion , a la conservacion a

~70°C y al mantenimiento a 23°C en fluido alantoideo durante al menos 7 dias.

Los intentos de cultivar los CAR-bacilli en medios artificiales no celulares resultaron
infructuosos. Ganaway y cols. (1985) lograron aislarlos mediante la inoculacién de huevos
embrionados de gallina via alantoidea con lavados y raspados de traquea y bronquios,
fundamentandose en que el saco alantoideo est4 tapizado con células endodérmicas asociadas
con la respiracién. Después de tres pases en huevo embrionado se consiguio demostar
ultraestructuralmente la colonizacién del epitelio alantoideo por CAR-bacilli, los cuales se
demostraron estructuralmente mediante la técnica de Warthin-Starry.

El estudio de Ganaway y cols. constituyd también el primer disefio experimental de
transmisién del CAR-bacillus a ratas no infectadas mediante inoculacion intranasal de raspados
y lavados de los bronquios de ratas infectadas, induciendo lesiones tipicas de CRD, esto es,
actimulos de células linfoides alrededor de bronquios, bronquiolos, y diversos grados de
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bronconeumonia catarro-purulenta.

Posteriormente se llevaron a cabo varias infecciones experimentales en ratas (Matsushita
y Joshima, 1989; Matsushita, 1991; Cundiff'y cols., 1994), ratones (Matsushita y cols., 1989;
Shoji-Darkye y cols., 1991), conejos (Matsushita y cols., 1989; Shoji-Darkye y cols., 1991;
Cundiff y cols., 1994), cobayas (Matsushita y cols., 1989; Shoji-Darkye y cols., 1991), hamster

sirio (Shoji-Darkye y cols., 1991), asi como nuevas descripciones de infecciones naturales en-

conejos (Waggie y cols., 1987; Kurisu y cols., 1990) y en ratas salvajes (Brogden y cols.,
1993),confirméndose las descripciones morfoldgicas previas,con alguna diferencia en relacion
a su longitud, como fue el CAR-bacillus en conejo (Schoeb y cols., 1993; Cundiff y cols.,
1994), mas corto que el aislado de ratas, con 3-5 micras de longitud y una mayor motilidad.

Se describio igualmente la presencia de unas estructuras fibrilares entre el bacilo y la
membrana de la célula hospedadora, pudiendo éstas jugar un papel importante en la adhesion
y colonizacion del CAR-bacillus (Kurisu y cols., 1990; Matsushita, 1991).

Hastie y cols. describieron en 1993 dos tipos de bacilos adheridos al epitelio ciliado del
tracto respiratorio traqueal de bovinos. El primero fue denominado como “short bacillus”
(bacilo corto) presentando una pared celular gruesa tipica de las bacterias T3ram positivas, con
una formacién superficial espaciada regularmente (13 nm) de naturalezz --.::proteica en la que
se determinaron manosa, galactosa y N-acetilgalactosamina. Las dime:: ::i;aes medias de este
bacilo fueron 214 nm de didmetro y 0.85 micras de longitud. |

El otro bacilo, observado en mayor mimero, fie denominado "filamentous bacillus” (bacilo
filamentoso), con una pared celular trilaminar semejante a la presentada por las bacterias Gram
negativas y con una cantidad insignificante de polisacaridos en supe:ficiz. Fue caracterizado
como PAS negativo y sus dimensiones medias fueron de 253 nmde ~ - y 4.3 micras de
longitud. Mediante técnicas inmunohistoquimicas con oro coloid:: ia relacion
antigénica de este bacilo filamentoso con el CAR-bacillus descrito ex. : .. -

Recientemente CAR-bacillus ha sido descrito en el epitelio ciliado de ia traquea de 12
cabritos de 3 meses de edad que habian sido inoculados con un aislado perteneciente al grupo
M. mycoides. Estos bacilos presentaron una longitud de 4 a 9 micras y un didmetro de 100-120
nm en la base y de 180-200 en la zona media. Mediante microscopia electrénica practicamente
eran indistinguibles de los cilios, salvo por un pequefio engrosamiento apical caracteristico de
estos microorganismos (Fernindez y cols., 1995). También han sido observados en el epitelio
ciliado de las vias aéreas de pulmén de corderos, presentando unas caracteristicas morfologicas
idénticas a las descritas anteriormente en el ganado caprino (Fernandez y cols., 1995).
Schoeb y cols. en 1993 determinaron la secuencia del gen rRNA 168 de la cepa de
referencia de CAR-bacillus llegando a la conclusion de que esta bacteria presentaba similitud

con los géneros Flavobacterium, Flexibacter, Microscilla y Cytophaga, aunque el mayor grado
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de homologia fue el presentado con Flavobacterium ferrugineum y Flexibacter sancti. Hasta

el momento es dificil establecer una clasificacion precisa puesto que la taxonomia del grupo
Flavobacterium no esta bien establecida.

2.10.2 Aislamiento.

Los primeros intentos para aislar el CAR-bacillus en medios de cultivo rutinarios no
celulares resultaron infructuosos (van Zwieten y cols., 1980; MacKenzie y cols., 1981).

Ganaway y cols. en 1985 consiguieron aislar este microorganismo mediante inoculacién
en huevos embrionados de gallina via alantoidea con lavados y raspados de traquea y bronquios
de ratas infectadas, demostrandose ya en el tercer pase la presencia de CAR-bacilli mediante
la utilizacion de Microscopia Electrénica.

En 1992 Shoji y cols. describieron por vez primera el crecimiento del CAR-bacillus en un
medio artificial, en el que tras ocho dias de incubacion el nimero de CAR-bacilli fue treinta
veces superior al mimero original. El medio descrito consisitio en medio esencial minimo Eagle
(MEM) suplementado con un 10% de suero fetal bovino y un 20% de HTS (hamster tracheal
organ culture soup). La inoculacion intranasal en ratones de cepas de CAR-bacillus pasadas
5-6 veces por este medio reprodujo las mismas lesiones que las descritas en la infeccion natural.

En 1993 Schoeb y cols. demostraron que el CAR- bacillus podia ser cultivado con éxito
en un medio de cultivo no celular compuesto por medio esencial minimo Dulbecco (DMEM)
suplementado con 10% de suero fetal bovino (FBS), sin adicién de células traqueales y
tamponado con 25nM de HEPES (N-2-hidroxi-etilpiperacina-N'-2-acido etanosulfonico),
demostrando ser tan eficiente como el cultivo en los medios celulares BALB/3T3 llevados a
cabo por otros autores (Schoeb y cols., 1993; Cundiff'y cols., 1994). El cultivo en este medio
(DMEM con FBS) permiti6 el mantenimiento de los aislados de CAR-bacillus durante al menos
20 phses. Las ventajas de este medio de cultivo estriban en que proporciona una fuente de
bacilos libres de componentes celulares para estudios de biologia molecular asi como se elimina
una posible fuente de contaminacion.
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2.10.3 Diagnostico serologico.

Ganaway y cols. en 1985 realizaron por primera vez la determinacion de IgG frente a
CAR-bacillus mediante la técnica de ELISA, concluyendo que dicha técnica podia
considerarse como especifica y sensible. Mediante esta técnica observaron que la
seroconversion tenia lugar a las cuatro semanas postinoculacion.

La deteccién de anticuerpos frente al CAR-bacillus mediante la técnica de
innmumofluorescencia indirecta (IFT) demostr6 1a relacion entre la deteccion de anticuerpos por
IFI y el diagndstico histologico de la infeccién. Estos autores concluyeron que esta técnica
result6 especifica y sensible, observando seroconversion a las tres semanas post-infeccion, por
lo que el examen histolégico se puede establecer desde las dos primeras semanas tras la
infeccion (Matsushita y cols., 1987).

2.10.4 Lesiones.

2.10.4.1 Ratas.

Las lesiones observadas en ratas en brotes naturales (van Zwieten y cols., 1980;
MacKenzie y cols., 1981) coinciden con las descritas mediante la inoculacion experimental
intranasal (Ganaway y cols., 1985; Matsushita y Joshima, 1989; Matsushita, 1991).

En la experiencia llevada a cabo por Matsusuhita y Joshima en 1989, las ratas inoculadas
mostraron tos, descenso de la actividad y pérdida de peso a partir de las tres semanas
postinfeccion. Las principales lesiones macroscopicas consistieron en focos atelectasicos en
pulmon y la presencia de un fluido mucoide transparente en traquea y bronquios.

Microscopicamente, a partir del dia 14 post-infeccion se demostro la presencia de CAR-
bacilli sobre el epitelio ciliado y subsiguiente infiltracién con células plasmaticas y linfocitos en
la 1amina propia de las vias aéreas y regiones periféricas, progresando las lesiones hacia vias
aéreas superiores e inferiores. Se observd también esporadicamente una bronconeumonia
purulenta asociada con un gran nimero de macrofagos y algunos linfocitos en alvéolos,
hiperplasia del epitelio alveolar, no detectandose CAR-bacilli en las células alveolares ni en las
células inflamatorias, lo que indica que la inflamacion se expandi6 desde los bronquiolos
afectados hacia los alvéolos periféricos. '
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Estos datos coinciden con los obtenidos en la segunda experiencia (Matsushita, 1991),
en la que se observo que el grado de lesion aumento con el transcurso del tiempo, inicisndose
aproximadamente hacia los 14 dias post-infeccion. Los bronquios y bronquiolos ligeramente
afectados mostraron un incremento en el numero de células caliciformes y un descenso en el
niamero de células de Clara, como consecuencia de una metaplasia. Los bronquios y
bronquiolos mas afectados presentaron un epitelio con una altura superior en tres veces a la
normal; las células con CAR-bacillus perdieron los cilios, presentando corpasculos basales
diseminados en el citoplasma apical. No se observaron CAR-bacilli atravesando la membrana
citoplasmatica de las células epiteliales y los cilios se perdieron en aquellas células epiteliales
intensamente colonizadas por los CAR-bacill.

Tanto en los casos naturales como en las inoculaciones experimentales en ratas la
enfermedad difiri6 de la micoplasmosis respiratoria crénica murina en que el grado de las
lesiones fue mayor que las lesiones causadas solo por Mycoplas: - :sonis (Lindsey y cols.,
1978). Con estos datos Ganaway y cols.(1985) sugirieron qu:. .. . .iK-bacillus podia ser el
agente etiologico primario de CRD en ratas.

2.10.4.2 Ratones.

La experiencia desarrollada por Matsushita y cols. en 1989 deme~* cne la inoculacién
ntranasal en ratones de cepas de CAR-bacillus procedentes de ra-. 1 a las cuatro
semanas post-infeccion, observandose varios grados de colonizacié:: ;.. . . vordes ciliados
del tracto respiratorio. Igualmente se observo una intensa infiltracion de células linfoides en
lamina propia, con presencia de neutréfilos en esta localizacién y en la luz de bronquios y
bronquiolos y presencia de gran cantidad de macréfagos en los alvéolos. Los foliculos linfoides
peribronquiales y peribronquiolares se encontraron aumentados de tamafio y con abundantes

neutrofilos asociados.

2.10.4.3 Conejos.

La infectividad en conejo ha sido objeto de controversia entre ios distintos autores. En un
caso de infeccion natural en conejos se observo que los epitelios laringeo, traqueal y bronquial
fueron de normales a ligeramente hipertroficos e hiperplasicos, con areas de escasa pérdida
de cilios asociado a una ligera infiltracién de heteréfilos, linfocitos y células plasmaticas en la
lamina propia. Las lesiones fueron catalogadas como menos graves que las producidas en ratas
(Kurisu y cols., 1990).
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En un disefio experimental desarrollado por Shoji-Darkye y cols. en 1991 en el que se
inocularon intranasalmente cepas de CAR-bacillus procedentes de ratas, los anticuerpos se
detectaron a las 8 serhanas post-infeccion, no observandose lesiones; inicamente se detectaron
pequefias cantidades de antigeno en cavidad nasal, triquea y bronquios a las cuatro semanas
p.i. En general se ha demostrado que los éonejos son susceptibles a la infeccion, siendo
necesario un periodo de tiempo mas prolongado para el desarrollo de las lesiones (Shoji-
Darkye y cols., 1991).

. _Por otra parte el analisis de la secuencia del gen RNAr 16S del CAR-bacillus llevado a
cabo por Schoeb y cols. en 1993 demostré que el CAR-bacillus en conejo estd ‘menos
relacionado con la cepa de referencia que los aislados de ratas, sugiriéndose que las cepas de
CAR-bacillus pueden variar segiin los hospedadores.

Dado que la infeccion por CAR-bacillus en conejo no desarrolla traqueobronquitis o
neumonia aunque haya muchas bacterias asociadas al tracto respiratorio, Cundiff'y cols.(1994)
intentaron caracterizar el CAR-bacillus aislado de ratas y conejos. Este trabajo concluyé que
aunque existen diferencias en las caracteristicas de crecimiento entre los aislados de rata y
conejo, la produccion de capsula, los perfiles antigénicos y los estudios de polimorfismo en la
longitud de los fragmentos de restriccion (RFLP) no diferenciaron ambos aislados. Sin
embargo los aislados de conejo fueron menos virulentos en ratén que los de rata, con una

colonizacion limitada, ausencia de lesiones y sin seroconversion.

2.10.4.4 Cobayas. -
Dado que no existen descripciones de infecciones naturales en cobayas, los principales
datos acerca de la patogenia del CAR-bacillus en estos animales proceden de disefios
experimentales. La inoculacién intranasal de CAR-bacillus en cobayas no fue capaz de originar
lesiones histopatologicas, detectandose anticuerpos frente a CAR-bacillus a las cuatro semanas
p.i. (Matsushita y cols., 1989; Shoji-Darkye y cols., 1991), y antigeno en cavidad nasal y
traquea a las dos y cuatro semanas p.i., y desapareciendo a las ocho semanas (Shoji-Darkye y
cols., 1991). Con estos datos se concluyé que los cobayos demostraron tener menor
sensibilidad que los conejos a la infeccion por CAR-bacillus (Shoji-Darkye y cols., 1991).

2.10.4.5 Hamster.
La primera descripcion de infeccion experimental por CAR-bacillus en hamster fue
realizada por Shoji-Darkye y cols. en 1991. En esta experiencia se observaron cambios

histolégicos a las ocho semanas p.i. con proliferacion linfoide en la submucosa traqueal y
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bronquial con engrosamiento del epitelio respiratorio e infiltracién del epitelio con células
mononucleares. Igualmente se detectaron anticuerpos frente a CAR-bacillus y antigeno entre
Ias 4-8 semanas p.i. Con estos datos se concluyé que el grado de sensibilidad a la infeccion por
CAR-bacillus en el caso del hamster es intermedia entre ratones y conejos.

2. 1 0.4.6 Bovino.

Las lesiones observadas por Hastie y cols. en 1993 en estos animales consistieron en
ligeras infiltraciones leucociticas en la submucosa, si bien no fue una chservacion constante.
Sin embargo se describié una pérdida muy significativa de cilios, lo que Ilevo a sugerir que esto
podria reducir la defensa mucociliar y permitir asi una infeccion mas extensa.

2.10.4.7 Caprinoy ovino.

Las lesiones descritas por Femandez y cols. (1995) en los cabritos & -~~~ “:1nustroé
la presencia de CAR-bacillus consistieron en un moderado infiltrade ... ... .._ucitario
subepitelial a nivel traqueal y en los bronquios de mayores dimensiones, mientras que los
corderos estudiados mostraron mayoritariamente una neumonia cronica, en muchos casos con
una intensa proliferacion linfoide asociada a bronquios y bronquiolos e hiperplasia epitelial.

2.11 METODOS BIOQUIMICOS DE IDENTIFICACION DE LOS MOLLICUTES

La identificacién de los microorganismos agrupados en la clase }icii >;tes se basa en una
serie de técnicas estandarizadas y descritas por el Subcomité de Tiwuimoinia de Mollicutes
(1979).

Asi, los requerimientos en esteroles de la mayoria de las especies, la hidrolisis de la urea
(que define a los miembros del género Ureaplasma), su capacidad de fermentacion de azicares
y la hidrélisis de la arginina en aquellas especies que utilizan la via arginina-dihidrolasa, son
métodos bioquimicos usuales en la identificacion de estos microorganismos (Tully, 1983).
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Existen otras pruebas de valor mas limitado, pero igualmente recomendadas, tales como
la actividad fosfatasa, la reduccion del tetrazolium, el estudio de la actividad proteolitica

(coagulacion de la caseina, de la gelatina), el estudio de las acciones lipoliticas, traducidas por

la liberacién de acidos grasos y la acumulacion de sus sales en peliculas y cristales.

Los requerimientos de esteroles se pueden determinar comprobando si la especie aislada
crece en un medio exento de suero. Sin embargo, Freundt y cols.(1973), propusieron un
método indirecto para determinar estas necesidades; el método consiste en depositar en la
superficie de un medio solido para micoplasmas una pequefia cantidad de un cultivo liquido del
microorganismo a investigar, y a continuacion depositar discos de papel de filtro impregnados
en una solucién alcohdlica de digitonina al 1,5%. Después de incubar a 37°C durante 24-96
horas, se observa la sensibilidad a esta sustancia por la aparicion de zonas de inhibicién de

crecimiento alrededor del disco.

La hidrolisis de la urea puede detectarse segun el procedimiento de Aluotto y cols. (1970),
al comprobar la alcalinizacién de un medio de cultivo suplementado con urea al 1%, teniendo
el inconveniente de que los micoplasmas que hidrolizan la arginina, y que no poseen actividad
ureasica, pueden provocar la alcalinizacion del medio al metabolizar dicho aminocido presente

en pequeiias cantidades en los medios convencionales.

La determinacion del metabolismo de la glucosa basindose en el descenso del pH del
medio fue descrita por Aluotto y cols.(1970). Consiste en adicionar a un medio de cultivo
liquido ghicosa al 1% y un indicador de pH, normalmente rojo fenol al 1%, ajustando el pH a
7.4. De esta manera , un descenso de 0,5 unidades, comparado con un tubo control, constituye
una reaccion positiva. Edward y Moore (1973) desarrollaron el método de determinacion de
la desaparicién de la glucosa por la reaccion de la glucosa-oxidasa. Esta técnica se basa en la
oxidacién de acido glucénico y peréxido de hidrégeno, el cual por medio de la peroxidasa
libera radicales reactivos que reaccionan con un compuesto cromogeno (la ortofenilendiamina),

generando uno coloreado, ficilmente detectable por espectrofotometria.

Las especies del género Mycoplasma que hidrolizan Ia arginina realizan este proceso con
el concurso de tres enzimas, la arginina-deiminasa, la ornitina-transcarbamilasa y la carbamato-
quinasa (Barile, 1983). Un método sencillo y practico para comprobar esta accion hidrolitica
fue ideado por Schimke y cols. en 1966, y por Aluotto y cols. en 1970, basindose en la
deteccion de amoniaco al alcalinizarse un medio de cultivo liquido suplementado con arginina.

La capacidad de reducir el 2,3,5,trifeniltetrazolium, dando una coloracion rojiza, es una
caracteristica de numerosas especies de micoplasmas. Esta actividad reductora puede
investigarse siguiendo la técnica de Emo y Stipkovits (1973), agregando al medio liquido el
2,3,5, trifeniltetrazolium a una concentracién del 0,2%; Tras sembrar dos tubos con el

microorganismo problema, se incuban en aerobiosis y anaerobiosis respectivamente, durante
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dos semanas como miximo. Se considera la reaccion positiva cuando aparece un precipitado
rojizo. La prueba puede ofrecer variabilidad en sus resultados, ya que suelen presentarse
diferencias significativas debidas a la mayor o menor densidad de crecimiento (Senterfit,
1983).

Durante el crecimiento de algunos micoplasmas en medio sélido, se desarrolla una pelicula
caracteristica en la superficie del mismo, asi como cristales alrededor de la colonia. Estas
reacciones son detectables durante un estadio tardio del crecimiento. La pelicula esta
constituida por colesterol y fosfolipidos, y los cristales se atribuyen al deposito de las sales de
calcio y magnesio procedentes de los 4cidos grasos que se liberan por la actividad lipolitica de
estos microorganismos, dependiendo la intensidad de ambas reacciones del organismo en
cuestion y de la composicion del medio de cultivo (Freundt, 1983).

En la Tabla IV se reflejan los perfiles bioquimicos de las principales especies de
micoplasmas aislados en el ganado caprino.

2.12 METODOS SEROLOGICOS DE IDENTIFICACION

Los métodos serologicos de identificacion juegan un papel importante en la clasificacion
de estos microorganismos, ya que el estudio uinico de los caracteres bioquimicos y enzimaticos

es de valor muy limitado.

Los antigenos de los micoplasmas, de naturaleza proteica, lipidica o polisacarida, se
localizan principalmente en la membrana celular, y por ello las pruebas serologicas mas
interesantes son aquellas que se orientan hacia la determinacion de estos antigenos. Estas
pruebas son la inhibicion del crecimiento, la inhibicién metabdlica, y los métodos de
innumnofluorescencia, tanto directos como indirectos, y propcrionan una gran seguridad en
la‘identificacion de micoplasmas bajo una variedad de condiciones (Tully, 1983).

Nicol y Edward (1953) fueron los primeros en observar que el crecimiento de los
micoplasmas se inhibia por la accion de los antisueros; sin embargo, no fue hasta 1964 cuando
Clyde ide6 un método practico de identificacién, fundamentado en la obtencién de antisueros
especificos mediante la inoculacion a conejos de suspensiones activas de micoplasmas
conocidos, para luego enfrentarlos en un medio sélido inoculado con los aislamientos

problema.
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- TABLA IV. PRINCIPALES PERFILES BIOQUIMICOS DE LOS MICOPLASMAS
AISLADOS EN GANADO CAPRINO.

8 -~
5|18 2|8
= ©
2§ 'E o g b
4] (2] o] = w
3 '@ 5 = a
E | 5|8 8| 3
Bl 813 &| %
|8 |2 & =
M. adleri - + variabiu i
M. agalactiae - - +H+ s
M. arginini - + -+ -
M auris - + -/0 -
M. capricolum subsp. capricolum + | ¥ | ++ -
M. capricolum subsp. capripneumoniae + - +H+ -
M. conjunctivae + - wi+ -
M. cottewii + - +0 | -
M. mycoides subsp. capri + - ++ -
M. mycoides subsp. mycoides (LC) + - +/+ -
M. ovipneumoniae + - Wi+ -
M. putrefaciens + - wi+ +
M. yeatsii w | + +/0 -

Ae: aerobiosis.

An: anaerobiosis.

w: reaccion débil.

% positividad en el 11-89% de las cepas.
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Después de un apropiado periodo de incubacion, la ausencia de crecimiento en presencia
de uno de los antisueros identifica el microorganismo en cuestién. Dado que el material
problema debe estar representado por un cultivo puro de micoplasmas, los primeros
aislamientos deben clonarse y filtrarse para garantizar dicha pureza, asegurandose asi la
especificidad de la posible zona de inhibicion. Igualmente es muy importante la concentracién
del inoculo, de forma tal que para placas con medio sélido, de 10 cm. de didmetro se
recomienda una concentracién de 10* UFC/ml (Tully, 1983). En algunas ocasiones y aunque
se detecte una zona real de inhibicién del crecimiento, pueden observarse cierto numero de
colonias cercanas al disco. En relacién a ello, y segiin la recomendacién de Clyde (1983), una
zona de clarificacion debe ser considerada positiva cuando se trabaja con sueros
monoespecificos, considerindose como negativas aquellas zonas de inhibicién iguales o

inferiores a 1,5 mm.

La inhibicién del metabolismo es esencialmente una técnica de inhibicién del crecimiento
realizada en medio liquido (Purcell y cols., 1966; Senterfit y Jensen, 1966; Taylor-Robinson
y cols., 1966; Grupo de Trabajo de la WHO/FAO Programa sobre Micoplasmologia
Comparada, 1975). Consiste en que estos microorganismos se multiplican en un medio liquido
conteniendo un sustrato metabolico especifico que, dependiendo de la especie en estudio puede
estar representado por el 2,3,5, trifeniltetrazolium al 0,05%, glucosa al 0,1%, arginina al 0,5%
y urea al 0,1% (Taylor-Robinson, 1983). La variacion del pH por la accién de los subproductos
metabolicos, detectable mediante un indicador como el rojo fenol, demuestra el crecimiento

" del microorganismo, que debera inhibirse con la adicién del antisuero especifico, detectable al

no variar el pH en este caso.

Las técnicas de inmunofluorescencia en la identificacion de micoplasmas fueron
introducidas por Del Giudice y cols.(1967), siendo una de sus principales aplicaciones la
tipificacién serologica de estos microorganismos obtenidos directamente en un primer
aislamiento, con la ventaja que supone la deteccién y diferenciacion de colonias en una

muestra donde pueden estar presentes especies diferentes.

Estas técnicas, directas o indirectas, se basan en sintesis, en el marcaje de las
inmunoglobulinas especificas presentes en los antisueros con un fluorocromo del tipo del
isotiocianato de fluoresceina. En los procedimientos directos, se adiciona sobre bloques de agar
que contienen las colonias problema, una pequefia cantidad del antisuero marcado; después de
incubar durante 30 minutos en atmosfera himeda y de realizar tres lavados con PBS, se
observan con microscopio de fluorescencia (Freundt y cols., 1979). En la inmunofluorescencia
indirecta se debe disponer un tercer elemento representado por un suero aﬁtiglobulinas de
especie conjugado con el fluorocromo. Rosendal y Black (1972) consideran este sistema mas

sensible y especifico que los métodos directos.
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Material y Métodos



3.1 MATERIAL

3.1.1 Animales.

En septiembre del afio 1993 se procedi6 al sacrificio de los casi 1000 caprinos de que
constaba la explotacién objeto de estudio localizada en el municipio de San Nicolas de
Tolentino. El sacrificio se llevé a cabo mediante inyeccion endovenosa de una mezcla de
Tiopental sédico (Tiobarbital 1 g) y Succinilcolina HCL (Mioflex 100 mg) en vena yugular.

Previamente al sacrificio se realizo la toma de sangre en 192 animales (33 cabritos de 3-4
meses de edad y 159 cabras adultas) que presentaban una sintomatologia respiratoria desde
iigera a grave. De estos animales, y tras el sacrificio de la totalidad del colectivo se separaron
83 animales (50 cabras adultas y 33 cabritos), que constituyeron el material de estudio de la

presente Tesis Doctoral.

~ La necropsia de los animales adultos fue practicada en pleno campo, mientras que la
necropsia de los cabritos se llevé a cabo en la sala de necropsias de la Facultad de Veterinaria
de Las Palmas, recogiéndose en ambos casos muestras para su estudio histologico,

microbiologico e inmunohistologico.
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3.1.2 Material para el estudio microbioldgico, histologico e inmunohistolégico.

3.1.2.1 Muestras procesadas.

En todos los animales objeto de estudio las mmestras procesadas para el estudio
microbiologico fueron bazo y pulmoén, ademas de utero en las hembras adultas prefiadas. Para
el estudio histolégico se procesaron muestras de pulmoén y traquea.

3.1.2.2 Medios de cultivo para Micoplasmas.
Como medio de cultivo artificial libre de células para el creciriento de micoplasmas se
utilizo el medio SP-4, tanto liquido como solido, siguiendo 1a ;. i de Whitcomb (1983),
modificada por Poveda (Poveda, 1994, comunicacion personaij, ¥ que a continuacion se

describe:
Medio liquido.
1* Fase

Bacto PPLO broth (DIFCO) 42¢g
Bacto Peptona (DIFCO) 64g
Bacto Triptona (DIFCO) 120g
Agua Bidestilada : 535,0ml
AjustarelpH a 7,8

Esterilizar en autoclave a 121°C 20 minutos

22 Fase

CMRL 1066 (10 x) con glutamina 60,0 ml
Extracto fresco de levadura (25% p/v) 42,0 ml
Yeast Extract (DIFCO) (5g/250 ml) 120,0 mi
Penicilina (solucién de 100.000 Ul/ml) 6,0 ml

Rojo Fenol (solucion 1%) 36,0 ml
Agua Bidestilada 200,0 ml
Ajustarel pHa 7,2

Prefiltrar a través de papel de filtro y filtrar por membrana Millipore de 0,22 micrémetros.
3% Fase

Suero de caballo 251,0ml
(Estéril e inactivado a 56°C 30 minutos)
Mezclar asépticamente las tres fases y a continuaciéxg distribuir 2 ml en tubos estériles y guardar en

refrigeracion hasta su uso.
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Medio solido.

Para la elaboracién del medio solido SP-4 se agregaron 12,5 g de agar n° 1 de OXOID

a 1a primera fase para después ajustar el pH a 7,8 y esterilizar en autoclave a 121°C durante 20
minutos. Posteriormente las tres fases se mantuvieron en bafio maria a 45°C y se mezclaron
asépticamente, distribuyéndose a continuacion en placas de Petri estériles de un solo uso.

3.1.2.3 Medios de cultivo para otras bacterias.

Los medios empleados para el aislamiento de otras bacterias fueron medios sélidos
Columbia y McConkey (MCK), asi como los medios requeridos pa'ra'la realizacion de las
pruebas Voges-Proskauer, Reduccion de Nitratos, y SIM (Sulthidrico, Indol y Motilidad).

3.1.3 Antisueros empleados.

3.1.3.1 Sueros anti-Micoplasmas.

Se emplearon sueros frente a Mmc, MmmIL.C, M, agalactiae, M, arginini, M,
capricolum, M. putrefaciens, M. conjunctivae y M., ovipneurionize. facilitados por el Dr.
Poveda. Estos sueros se desarrollaron en conejos tras hiperinmunizacion a partir de las
correspondientes cepas de referencia de micoplasmas caprinos suministradas por el Dr.
R H.Leach (National Collection of Type Cultures, Central Public Health Laboratory, London).

Igualmente se utilizaron antisueros frente a MmmI.C, Mmc, M, putrefaciens, M, aurig
~ v M. _adleri facilitados por el Dr. Damassa (Universidad de Davies, California) creados en

conejos.

3.1.3.2 Sueros anti-Pasteurella.

Con la finalidad de detectar antigenos pertenecientes a especies de pasteurellas en los
pulmones estudiados, se utilizo un suero cedido por el Dr. Poveda, creado en conejo utilizando
antigenos vacunales de Pasteurella multocida y Pasteurella haemolytica.

Igualmente se empled un suero anti-Pasteurella multocida creado en conejo y facilitado
por el Dr. Stokoffe (Bacteriology Laborétory, Lelystad, Netherlands).
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3.1.3.3 Suero anti-CAR bacillus.

Con la finalidad de demostrar mmunohistolégicamente la presencia de CAR-bacillus
se utilizo un suero anti-CAR bacillus de rata, creado en raton , cedido por el Dr. Matsushita
(Matsushita y cols., 1987).

3.1.3.4. Antisuero secundario y otros reactivos.

Para la técnica del Complejo Streptavidina-Biotina-Peroxidasa (SBp) se utilizaron los
reactivos secundario (suero anti-IgG de conejo y raton biotinado, creado en cabra) y terciario
(Streptavidina conjugada con Peroxidasa) del Kit Universal DAKO.

3.2 METODOLOGIA

3.2.1 Estudio estructural.

Las muestras obtenidas tras la necropsia de los animales se fijaron en alcohol y se
procesaron segun la técnica de Sainte-Marie (1962), con algunas modificaciones que a

continuacion se describen:

1. Fijacion de las muestras en etanol al 96%, durante 18 horas a 4°C.

2. Deshidratacién mediante 2 pases de 1 hora cada uno en etanol absoluto y xilol,

sucesivamente.

3. Inclusi6n en parafina liquidé a 60°C durante 45 minutos. Posteriormente el tejido se

incluyo en bloquesmde parafina.

También se fijaron muestras de cada animal en formol tamponado al 4% y se

procesaron segun el método habitual para microscopia optica, incluyéndose igualmente en
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parafina. De las muestras fijadas en formol se realizaron cortes de 4 micras de grosor, que

fueron tefiidos mediante la ténica de Hematoxilina-Eosina.

Para la demostracion de los bacilos asociados a la mucosa respiratoria (CAR-bacilli)
se utilizé la técnica histoquimica Warthin-Stairry (Luna, 1968) sobre cortes histolégicos de

traquea y bronquios fijados en formol. Dicha técnica se describe a continuacién:

1.- Se realizan soluciones de Nitrato de Plata al 1%, Gelatina al 5%, e Hidroquinona
al 0,15%, utilizando como solvente agua acidificada, previamente elaborada afiadiendo una
solucién de 4cido citrico al 1% a 11 de agua bidestilada hasta conseguir un pH de 4,0. Estas

soluciones se mantienen en bafio maria a 54°C.

_ 2.- Simultaneamente se coloca en estufa a 43°C una solucién de Nitrato de Plata al

0,5% durante 30 minutos, con la preparacion.

3.- Cuando salga de la estufa se tendrén ya preparadas a 54°C las siguientes cantidades
de los reactivos del apartado 1:

Nitrato de Plata (1%) 1,5ml
Gelatina (5%) 3,75 ml
Hidroquinona (0,15%) 2,0 ml
Se procede a colocar el tejido sobre la solucion.
4.- Controlar bajo microscopio la vcoloracién obtenida, medianie un control positivo.
5.- Lavar rapidamente en agua bidestilada precalentada a 56°C.
6.- Enjuagar en agua destilada.
7.- Deshidratar, aclarar y montar.

 3.22 Estudio microbioldgico. Micoplasmas.

3.2.2.1 Aislamiento de Micoplasmas.

Para el aislamiento de los micoplasmas caprinos se procedi6 a cauterizar la superficie

de las muestras tomadas, pulmon y bazo principalmente, (en algunos animales se tomaron

ademas muestras de carincula uterina y ganglios mediastinicos), incidiéndose posteriormente

en esta zona con un bisturi flameado. De esta forma se accedi6 al interior del 6rgano con una
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torunda estéril evitando su posible contaminacion por bacterias de la superficie.

El paso siguiente consistié en incubar las torundas en 2 ml de medio liquido SP-4
modificado a 37°C. En las siguientes 48 horas, y paré evitar posibles crecimientos de otras
bacterias que no fueran micoplasmas, los cultivos se filtraron por una membrana Millipore de
0,45 micrémetros de dimetro, y el filtrado fue sembrado nuevamente en 2 ml de SP-4 liquido
e incubado a 37°C. Posteriormente se sembraron en medio solido SP-4 mediante inoculacién

de 200 microlitros del cultivo anterior, incubandose a 37°C en camara himeda.

Después de 3 a 10 dias de incubacion en estas condiciones, se comprobg la presencia
de colonias de micoplasmas mediante microscopio empleando el objetivo de 40 aumentos. En
aquellas placas donde se evidencié crecimiento se procedio a cortar bloquecitos de agar,

conservandose en viales estériles a -80°C para su posterior identificacion.

De igual forma se procedié a sembrar las muestras de sangre en medio SP-4 liquido y

solido, con el fin de determinar posible bacteriemia.

3.2.2.2 Clonaje de los aislamientos.

El clonaje de las colonias de cada muestra se realizé segun las técnicas estandard
descritas por el Subcomité de Taxonomia de la clase Mollicutes, (1979), mediante el uso de
pipetas Pasteur estériles, tomando cada colonia en cuestién e introduciéndola en 3 ml de medio
liquido para micoplasmas, incubando a 37°C durante 3 a 4 dias. Estos subcultivos fueron
filtrados por membrana Millipore de 0,45 micrometros para a partir de los mismos sembrar

nuevamente en medio liquido y solido. -

Durante el proceso de clonaje se observo con detenimiento la morfologia colonial de
cada muestra, y en las que habia evidencia de existencia de colonias diferentes, se procedio a
su clonaje hasta obtenerlas en cultivo puro. Los cultivos fueron conservados a -80°C hasta el

momento de su identificacion.

3.2.2.3 Pruebas bioquimicas.

a) sensibilidad a la Digitonina.
Se utilizé el método desarrollado por Freundt y cols.,(1973), para la determinacién
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“indirecta de las necesidades de colesterol de las distintas cepas aisladas.

Se parti6 de una solucion alcohdlica de digitonina al 15%, calentandola suavemente en
bafio maria para su disolucién. A continuacion, con una micropipeta se procedié a la
impregnacién de discos de papel de filtro de 6 mm de dizmetro con un volumen de 20

microlitros. Estos discos se guardaron a 4°C hasta su uso.

Para la realizacion de esta prueba, se utilizo un cultivo liquido de cada cepa, con una
concentracién aproximada de 10° UFC/ml, de éste se depositaron 200 microlitros en una placa
de medio solido con un 20% de suero de caballo (Tully, 1983), y se dejo deslizar sobre todo
el diametro de la placa al inclinar ésta.

Una vez absorbido el indculo por el medio, se depositaron los discos impregnados con

digitonina sobre la superficie del agar, para a continuacién incubar en cimara hiimeda a 37°C

durante 24-96 horas.

Se consideraron positivas aquellas zonas de inhibicion de creciziiento de 5 a 15 mm de
diametro alrededor del disco. Con esta prueba se pretendié diferenciar los Micoplasmas y
Ureaplasmas, que resultan inhibidos por la digitonina, de los Acholeplasmas, que crecen en su

presencia.

b) fermentacion de la Glucosa.

En la determinacién del metabolismo de la glucosa se empled el método de Aluotto y

cols (1970), que se describe a continuacion:

1° Fase (Fase esterilizable)

BHI (DIFCO) 74 ml
Rojo Fenol al 0,5% 1ml
Ajustar pha 7,6

Esterilizar en autoclave a 121°C durante 20 minutos

2% Fase (Fase filtrable)

Glucosa al 10% 10 mi
Yeast extract Sml
Ajustar el pH a 7,6

Filtrar por membrana Millipore de 0,22 micrometros
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32 Fase

Suero de caballo 10ml
(Estéril e inactivado a 56°C 30 minutos)

El sustrato obtenido se distribuyé en tubos estériles a razon de 2 ml por tubo, y a
continuacion se realizd la inoculaciéon con un cultivo fresco de 24-48 horas de cada una de las
cepas de micoplasmas a investigar. Posteriormente se incubaron a 37°C en condiciones de

anaerobiosis mediante el sellado de cada tubo con parafina liquida estéril.

En cada serie se utilizé un control negativo con medio sin inocular. Las lecturas se
basan en que los positivos presentan un cambio de color del rojo al naranja, debido a un

descenso en el pH, mientras que los negativos no varian su coloracion.

¢) hidrdlisis de la Urea.

En esta determinacion también se utilizé el método descrito por Aluotto y cols. (1970).
La elaboracién del medio es nmy similar al descrito para la fermentacion de la glucosa, con las

siguientes unicas variaciones:

- En la 2° Fase (Fase filtrable) se sustituy6 la solucion de glicosa por un volumen igual

de solucién de Urea al 10%
- El pH fue ajustado a 7,0

Igualmente se utilizé un control negativo con medio sin inocu!zr. Las lecturas positivas
se basan en la alcalinizacion que sufre el medio por la hidrélisis dc la urea, variando el color

hacia rojo violaceo.

d) hidrdlisis de la Arginina.

También en esta prueba bioquimica fue utilizado el método descrito por Aluotto y cols.

(1970). Las tinicas variaciones que presenta la elaboracién del medio con respecto al utilizado

en la fermentacion de la glucosa son las siguientes:

- En la 2° Fase (Fase filtrable) se sustituy la solucién de glicosa por un volumen igual
de solucién de Arginina al 10%

- El pH fue ajustado a 7,0
Se utiliz6 también un control negativo con medio sin inocular. Las lecturas positivas
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se basan en la alcalinizacién del medio por la hidrélisis de la arginina, variando el color hacia
rojo violaceo.

e) reduccion del Tetrazolium.

El método para determinar la reduccién del Tetrazolium en aerobiosis y anaerobiosis
descrito por Aluotto y cols.(1970) es el siguiente:

1? Fase

BHI (DIFCO) _ 74 ml

Ajustar el pHa 7,6
Esterilizar en autoclave a 121°C 20 minutos

- 2" Fase
Yeast Extract S5ml
2,3,5 Trifeniltetrazolium 2% 1ml
Ajustarel pH a 7,6

Filtrar a través de membrana Millipore de 0,22 micrémetros

32 Fase

Suero de caballo 10 ml

(Estéril e inactivado a 56°C 30 minutos)

Se mezclaron asépticamente las tres fases y se distribuyeron en tubos estériles a razén
de 2ml, ' '

Péra demostrar la capacidad de reduccion del Tetrazolium se dispusieron dos tubos

para cada cepa problema. En uno de ellos, una vez realizada la inocéulacién, se deposito en su
superficie una pequefia cantidad de parafina liquida estéril, a fin de conseguir un ambiente
 anaerobio. Los tubos problema junto con los correspondientes controles negativos se incubaron

a 37°C durante dos semanas.

La presencia de un precipitado rojizo en el fondo de los tﬁbos demostro la positividad

de la reaccion.
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J) produccion de peliculas y cristales.

En la investigacion de la actividad lipolitica, con la consiguiente formacién de peliculas

y cristales, se siguio la metodologia descrita por Aluotto y cols. (1970), elaborando el medio -

solido siguiente:

1* Fase
BHI agar (DIFCO) 75 ml

AjustarelpHa 7,8
Esterilizar a 121°C 20 minutos

22 Fase
Yeast Extract 5ml
AjustarelpHa 7,8

Filtrar a través de membrana Millipore de 0,22 micrémetros

3? Fase
Suero de caballo 20 ml

(Estéril e inactivado a 56°C 30 minutos)

Se mantuvieron las tres fases en bafio maria a 45°C y se r:.:/ laron asépticamente,

distribuyéndose en placas de Petri estériles de un solo uso.

Estas placas-fueron inoculadas con el cultivo liquido de cada una de las cepas e
incubadas a 37°C durante 2 semanas en camara hiimeda. Las lecturas se realizaron con objetivo
de 4 aumentos para observar, en caso positivo, la formacién de crisiales y peliculas en las

cercanias de las colonias.

3.2.2.4. Identificacion serologica.

a) inhibicion del crecimiento.

Fn base a los resultados de las pruebas bioquimicas realizadas, se procedi6 al estudio
serologico de todas las cepas aisladas. De esta forma el perfil bioquimico resultante establecié
las posibilidades de tipificacion de las especies, simplificando por tanto la identificacion de las

mismas.
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La metodologia seguida fue la técnica de Inhibicion del Crecimiento, segin la
modificacion descrita por Clyde en 1964.

Se emplearon discos de papel de filtro de 6 mm de didmetro depositados en una placa
de petri estéril, e impregnado$ mediante una micropipeta calibrada con 20 microlitros de cada

uno de los antisueros elaborados en conejos.
La técnica de identificacion fue la siguiente:

1. Se dis_pusieron placas de medio solido elaboradas de igual forma que las utilizadas
para la prueba bioquimica de produccion de peliculas y cristales y se secaron en estufa a 37°C
durante 30 minutos.

2. Se prepararon diluciones de los cultivos problemas en medio liquido con una

concentracién aproximada de 10* a 10° UFC/ml.

3. Se sembré cada placa mediante la inoculacién de 200 microlitros de cada cultivo
problema. '
4. Una vez absorbido el inéculo por el medio, se procedié a depositar con ayuda de

unas pinzas flameadas los discos impregnados con los antisueros, dejando al menos una

separacion de 2 cm entre ellos.
5. Con el fin de permitir la difusién del antisuero antes del crecimiento de los

micoplasmas, se procedi6 a mantener todo el conjunto en cimara hiimeda a 25°C durante 24

horas. (Damassa y cols,1994).

6. Posteriormente se procedio6 a la incubacién a 37°C en cimara hiimeda durante 24-96

horas.

7. Se examinaron con microscopio las posibles zonas de inhibicién de crecimiento

alrededor de los discos.

]

Se consideraron positivas las zonas de inhibicion de crecimiento, perfectamente
definidas, entre 1,5 mm y 2 mm. No obstante, en algunas lecturas se observaron zonas de
clarificacién del crecimiento bastante manifiestas que fueron consideradas positivas siguiendo

la recomendacion de Clyde (1983).

b) inhibicion del metabolismo.

Esta técnica fue llevada a cabo segin el protocolo de Taylor-Robinson (1983), que a

continuacion se describe:
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1.- En cada pocillo de la placa de microtitulacion estéril (pocillosdela A ala H, y del 2 al 11)
se depositan con micropipeta 25 pl de medio (el medio debe ser el adecuado para el

crecimiento del micoplasma a investigar, asi como debe contener un metabolito, en este caso

Tetrazolium).

2.- En los pocillos A, a D, se adicionan 50 pl de suero positivo, y en los pocillos E, a H, 50

ul de suero negativo control.

3.- A continuacién se realizan con los microdiluidores diluciones seriadashasta la columna de

pocillos mimero 10. De este modo se consiguen diluciones del suero 1/2, 1/4, 1/8, 1/16, etc...
4.- Adicionar con la micropipeta en la serie A (pocillos 1 a 11) 25 pl de antigeno problema sin
diluir.

En la serie B (1 -11), 25 pl de antigeno diluido a 1/10

En la serie C (1-11), 25 pl de antigeno diluido a 1/100

En la serie D (1-11),25 pl de antigeno diluido a 1/1000

5.- Se realiza la misma operacién en las series de pocillos E, F, G, H, con el antigeno utilizado

como control negativo.

6.- Agregar en cada pocillo de la placa de microtitulacién 150 ul de medio.

7.- Cerrar la placa de microtitulacion e incubar a 37°C durante 2.3 horas, observando la

presencia o no de precipitado rojizo como consecuencia de la rec.i. 1a del Tetrazolium.

3.2.3 Estudio microbioldgico. Otras bacterias.

3.2.3.1 Aislamiento.

Para el aislamiento de otras posibles bacterias se procedi6 también a la cauterizacion
de la superficie de las muestras procesadas, cortando posteriormente la muestra mediante unas
tijeras flameadas, enfrentando una amplia superficie de la muestra con el correspondiente medio
_ de cultivo solido y arrastrandola por Ia placa. De esta forma se consigue que el aislamiento sea
mas eficaz que con la clasica asa de platino. Las placas fueron incubadas a 37°Cy se procedio

a su lectura en las siguientes 24-48 horas y posterior clonacion.
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3.2.3.2 Identificacion.

-+ Laspruebas llevad_‘as»a cabo para la identificacion de las bacterias aisladas fueron las
siguientes:
- Catalasa
- Oxidasa
- GRAM
- Crecimiento en medio de McConkey (DIFCO)
-SIM (SH,, Indol, Movilidad)
- Voges-Proskauer

- Reduccion de Nitratos

Igualmente se utilizaron las galerias de identificacion API 20 E v API 20 NE
(BioMérieux) para la identificacion de los aislamientos bacterianos que prasentzron perfiles
proximos a Pasteurella.

3.2.4 Estudio inmunobhistologico.

Para la realizacion de las técnicas inmunohistolégicas (sueros 2:ti-micoplasmas y anti-
pasteurellas) se emplearon cortes de tejidos incluidos en parafina fijados < alcohol. Los cortes
fueron recogidos en portas cubiertos de poly-L-lysina para evitar el desprendimiento del tejido
durante la realizacion de las técnicas, e incubados durante 18-24 horas en estufa a 37°C. Sobre
estos cortes se realizo la demostracién de antigenos de micoplasmas y de pasteurelas utilizando
la técnica del Complejo Streptavidina-Biotina-Peroxidasa, descrita a continuacion:

1.- Desparafinado mediante tres pases de 10-minutos en xilol.

2.- Inicio de la rehidratacion en una escala descendente dz alcoholes (100%, 96%)

durante 5 minutos cada uno.

3.- Inhibicion de la peroxidasa endogena, con una solucion de perdxido de hidrogeno

al 3% en metanol durante 30 minutos.

4.- Continuacion de la rehidratacion en alcohol de 70% durante 5 minutos.
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5.- Agua destilada, dos pases de 5 minutos.
6.- Lavado con PBS, 3 pases de 10 minutos.
7.- Incubacidn en camara himeda con suero normal de cabra diluido al 1% en PBS.

8.- Incubacion con el correspondiente antisuero primario en cimara humeda, 2 horas
a temperatura ambiente (20°C). Los sueros empleados fueron anti-Mmc, aﬂti-MmmLQ, anti-
P, multocida en todos los animales, asi como anti-M. putrefaciens en aquellos animales en los
~que se habia aislado este micoplasma.-La dilucién empleada fue en todos los casos 1/500 en
suero normal de cabra al 1% en PBS.

9.- Lavado con PBS, 3 pases de 10 minutos.

10.- Incubaci6n con el anticuerpo secundario biotinado, diluido al 20% en suero normal
de cabra al 1% en PBS, durante 30 minutos a temperatura ambiente y en cimara hiumeda.

11.- Lavado con PBS, 3 pases de 10 minutos

12.- Incubacién con el Complejo Streptavidina-Biotina-Peroxidasa durante 30 minutos
y en camara humeda. Este reactivo fue utilizado al 50% en suero normal de cabra al 1% en
PBS.

13.- Lavado con PBS, 3 pases de 10 minutos.

14.- Revelado de la reaccién innmmnoenzimatica utilizando 0,070 g de diaminobenzidina
(DAB) (Sigma) en 200 ml de PBS, y peréxido de hidrogeno al 0,02%, durante 1 minuto.

15.- Lavado en agua corriente durante 10 minutos.

16.- Contratincién nuclear con hematoxilina durante 1 minuto, deshidratacion y

montaje.

También se utilizd como revelador de la reaccién inmunoenzimatica el 3-amino-9-

etilcarbazol (Sigma), mediante el siguiente procedimiento:

Disolver 20 mg de 3-amino-9-etilcarbazol en 5 ml de N,N-dimetilformamida. Afiadir
70 ml de tampon acetato sodico 0,1 M pH 5,2 y 0,75 ml de peréxido de hidrégeno al 3% y
filtrar a través de papel de filtro. Incubar los cortes con esta dilucién durante 5 minutos. Lavar
en agua corriente, contratefiir con Hematoxilina de Mayer, lavar 10 minutos en agua corriente
y miontar en medio acuoso (Immu-Mount, SHANDHON).

Para la demostracién inmunohistolégica de CAR-bacillus se utilizaron cortes fijados en
formol. La técnica utilizada fue la misma que la descrita anteriormente, con la salvedad de que
en este caso se realizé un tratamiento con pronasa al 0.1 % durante 5 minutos entre los lavados
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del paso nimero 6. La dilucion empleada del suero anti-CAR bacillus fue 1/400 en suero

normal de cabra al 1% en PBS.

3.2.5 Estudio ultraestructural.

Con el fin de demostrar ultraestructuralmente los CAR-bacilli detectados mediante la
técnica de Warthin-Starry, se procedio a reprocesar las muesiras fijadas en formol
correspondientes a triquea y grandes bronquios de algunos animales Warthin-Starry positivos.
Para ello, las muestras fijadas en formol se mantuvieron en tampén fosfato PBS, 2 pases de 1
hora, y un Gltimo pase de 12 horas, realizindose posteriormente una inclusion rutinaria segun
el protocolo para microscopia electronica (Wanson y Drochman, 1968). Las muestras fueron
visualizadas y fotografiadas con un M.E.T. Philips CM10.

También se estudiaron muestras de estas localizaciones mediante microscopia

electronica de barrido; asi, tras dorado mediante recubrimiento de las my+ * - ~on oro con un
sombreador Edwards S150A, los cortes fueron visualizados y fotog: - un MLE.B.
Jeol JSM 6300. -

3.2.6 Estudio serolagico.

El estudio serologico frente a MmmIC fue realizado por el Dr. Thiaucourt en el
"Centre de coopération internationale en recherche agronomique pour le développement.
Département d'élevage et de médecine vétérinaire” (CIRAD-EMVT, Maisons Alfort, Francia).
Para ello se enviaron a dicho centro de investigacion 192 sueros correspondientes a 33 cabritos
y 159 cabras adultas.

Las pruebas serologicas realizadas fueron las siguientes:
1. Test de Fijacion del complemento (CFT) con antigeno de MuamL.C.

2. Blocking ELISA con el anticuerpo monoclonal 4F10B2 (Le Goff-Thiaucourt,
Pathotrop Laboratory, CIRAD-EMVT). - - -

3. ELISA indirecto, con el fin de comprobar una posible correlacion entre el CFT y el
Blocking ELISA. |

El estudio serolégico frente a M.-agalactiae sobre los 192 sueros antes mencionados
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fue realizado mediante el test comercial ELISA CHEKIT (Dr. Bommeli AG), consistente en

un ELISA indirecto.

3.2.7 Estudio hematologico.

Previamente al sacrificio de los animales se procedié a la toma de sangre de 192
animales (33 cabritos y 159 adultos) que mostraban una sintomatologia respiratoria de ligera
a grave. La toma de sangre se realizo6 mediante puncion en la vena yugular utilizando agujas
y jeringuillas desechables. De esta forma se extrajo de cada animal un volumen de sangre de
10 ml, que fue repartido como sigue:

- 2,5 ml se depositaron en tubos de poliestireno con EDTA tripotasico como
anticoagulante, con el fin de proceder al estudio de los parametros hemiticos.

- 7,5 ml se depositaron en tubos de poliestireno con granulos incorporados (Serotub)
para la separaci6n del suero, centrifugando durante 10 minutos a 3000 r.p.m., inmediatamente
después de la obtencion de la sangre. El suero asi obtenido se separ6 en partes alicuotas y fue
congelado a -80°C hasta el momento de su utilizacion en el diagnéstico serolégico.

Con ayuda de un contador semiautomatico SYSMEX F-800 se realizaron las siguientes
determinaciones hematicas en los animales que fueron necropsiados (33 cabritos y 50 cabras
adultas):

- Recuento de eritrocitos

- Hemoglobina

- Valor Hematocrito

- Indices hematimétricos de Wintroﬁe:

Volumen Corpuscular Medio (VCM)
Hemoglobina Corpuscular Media (HCM)
Concentraciéon Hemoglobina Corpuscular Media (CHCM)

- Recuento de Leucocitos

- Recuento diferencial de Leucocitos
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4.1 LESIONES MACROSCOPICAS.

El 85% de los cabritos estudiados presentaron lesiones a nivel pulmonar, afectandose
principalmente los I6bulos apical y medio derechos. En los animales que presentaron lesiones
bilaterales, éstas se encontraron en los lobulos apicales y medios, permaneciendo los 16bulos
caudales con apariencia normal o ligeramente congestivos. Los l6bulos pulmonares craneales
y medios mostraron areas de consolidacién difisa con patrén lobulillar. Al corte, se observaron
areas con diferente grado de hepatizacion, asi como la presencia de un exudado blanco-
amarillento en el interior de los bronquios. En los casos mas graves se observo turbidez de la
pleura, asi como membranas de fibrina sobre la superficie pleural, que == ~~lecian adherencias

entre los distintos 16bulos pulmonares y la pared costal. En estos mi~ - -5 el pericardio
se mostré muy engrosado, con adherencias fibrinopurulentasy a3. . =~ 2. de la misma

naturaleza en la cavidad pericardica.

El 12% de los cabritos necropsiados presentaron traqueitis, observandose un intenso
enrojecimiento de la mucosa traqueal. En un 10% se observaron lesiones -en las vias
respiratorias mis altas, a nivel de los meatos nasales, consistentes en congestion, adquiriendo
un color rojo muy intenso.

Se observaron igualmente adherencias en la superficie esplénica en un 10% de los cabritos
necropsiados. En un 21% de los cabritos se detectaron artritis, siendo las articulaciones mas
afectadas las carpianas, con una inflamacion articular y periarticular, asi como aumento de la
cantidad de liquido sinovial con aspecto turbio.

En las cabras adultas las lesiones pulmonares fueron menos frecuentes e intensas,

reduciéndose a casos de ligera neumonia intersticial con dilatacion de los septos
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interlobulillares y congestién pulmonar. En ninguno de los animales adultos necropsiados se
observé artritis. En 2 cabras se observo linfadenitis caseosa y 3 cabras preiiadas mostraron
lesiones a nivel de las carinculas uterinas. Los restantes organos no presentaron ninguna lesion
macroscdpica significativa.

4.2 ESTUDIO ESTRUCTURAL.

Las Tablas 1 y 2 reflejan las principales lesiones pulmonares y traqueales en cada animal
objeto de estudio, asi como la presencia y localizacién de CAR bacilli, demostrados mediante
la técnica de Warthin-Starry.

4.2.1 Lesiones pulmonares.

En el caso de los cabritos estudiados, solamente el 9% no presentaron cambios
histologicos significativos a nivel pulmonar. En un 9% se observaron lesiones consistentes en
bronconeumonia purulenta, caracterizada por la presencia de un gran nimero de
polimorfonucleares neutréfilos en las luces alveolares, bronquiales y bronquiolares, con escaso
numero de macréfagos alveolares.

E1 82% de los animales jévenes mostraron lesiones neumonicas que encuadramos dentro
de lo que hemos denominado como neumonta enzodtica, consistente hiStolégicamente en una
neumonia broncointersticial con linfoproliferacion peribronquial, peribronquiolar y perivascular
en las fases mas cronicas. La lesion se caracteriza por un marcado incremento de células
mononucleares en los septos interalveolares, asi como la presencia de un niimero variable de
macrofagos alveolares en las luces de los alvéolos. Las linfoproliferaciones peribronquiolares
pueden en ocasiones originar un estrechamiento de la luz de estas vias aéreas y el epitelio
correspondiente puede encontrarse desprendido en bronquiolos donde existe una hiperplasia
epitelial. Igualmente se pueden observar bronquiolitis obliterantes en los casos mas graves.

En funcién de 1) la intensidad de la neumonia broncointersticial, 2) el niimero de
linfoproliferaciones peribronquiales y peribronquiolares, y 3) las consecuencias de estas
linfoproliferaciones sobre las correspondientes vias aéreas, definimos tres grados de neumonia
enzootica, ligero (+), moderado (++) y grave (+++). Igualmente en ocasiones coexistieron
lesiones de neumonia enzodtica con bronconeumonia purulenta. En la Figura 1 se reflejan los

distintos porcentajes relativos de neumonia enzoética hallados en cabritos.
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TABLA 1. Estudio histopatolégico, inmunohistoquimico, histoquimico y microbiolégico de los cabritos.

Animal |Histopatologia | Aislamiento ICQ Aislamiento ICQ CAR Otros Otras bacterias
n’ M. M. Pasteurella P. Bacillus Micoplasmas aisladas
mycoides mycoides ' multocida aislados
6 N.E. + Mmm[.C + - - - - P: Streptococcus spp.
Burkholderia cepacia
B:EL+
9 BNp ++ - H(céls. - - - P: M. putrefaciens P-EL-/+
descamadas) B: M.putrefaciens B:EL+
32 N. E. +++ - - - - - P: M. putrefaciens P-EL-/+
M. spp. B:EL-/+
39 'N.E. ++ - - - + Br ++ P: M. arginini P: Staphylococcus
BNp+ Spp-
B: Staphylococcus
Spp-
20 N. E. +/++ - - P. multocida + - P: M. putrefaciens | P: Staphylococcus
SPP-
B: Staphylococcus
. Spp.
1669 N. E. +++ - + D fmda + - P: M. agalactiae -
24 N.E. +++ Mme + - - P: Moraxella spp.
BNp+ Staphylococcus spp.
B: Staphylococcus
B spp.
42 N.E. ++ Mmc + - Br+ - P: Streptococcus spp.

NE: Neumonia Enzoética; BN p: Bronconeumonia purulenta *Sin cambios histopatolégicos significativos. Br: Bronquio. P: Pulmén. B: Bazo. EL ++: Enterobacteria lactosa ~/+.
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1CQ

Otras bacterias .

Animal [[Histopatologia | Aislamiento ICQ Aislamiento CAR Otros
n’ M. M. Pasteurella P. Bacillus Micoplasmas aisladas
| mycoides || mycoides multocida _ aislados _
23 N.E. + - - - - - P: M. putrefaciens | P: Staphylococcus
Spp-
B:EL+
44 N.E. +++ Mmc + P. multocida - - - P:EL+
B:EL+
37 N.E. +++ - + - + - P: M. putrefaciens | P: Moraxella spp.
BNp+ .
18 N. cronica - + P. muitocida + - P: M. spp. P: Bacillus spp.
4 * - - - - - P: M. agalactiae P: Staphylococcus
Spp.
Bacillus spp.
33 N.E. -/+ - - - - - P: M. putrefaciens | P: Staphylococcus
Spp.
B: Staphylococcus
SPp-
16 N.E. + - - - - - - P: Staphylococcus
BNp ++ Spp- ‘
21 N. E. +/++ - - - - Br + P: M. agalactiae P:EL+
débil M. putrefaciens Bacillus
B: M. capricolum B:EL +/-

NE: Neumonia Enzootica; BN p: Bronconeumonia purulenta *Sin cambios histopatolégicos significatives. Br: Bronquio. P: Puimén. B: Bazo. EL -+ Enterobacteria lactosa +/+.
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Aislamiento

ey

Animal |Histopatologia ICQ Aislamiento I1CQ CAR Otros Otras bacterias
n° ' M. M. Pasteurella P. Bacillus Micoplasmas aisladas
| ____ || mycoides || mycoides multocida aislados "
26Db N. E. +++ - - - + Br + - P: Moraxella spp.
31 N.E. +++ - - - - Br+ - P-EL+
débil B:EL+
34 N.E. + - - - - - - P: Staphylococcus
Spp-
38 N.E + - - P. multocida - Br ++ - B: Staphylococcus
Spp.
EL-
43 BNp+ - +H(céls. i - - + - B: Staphylococcus
Traqueitis descamadas) traquea Spp.
. : EL-
1651 N. E. +++ - - - - + - P:EL+
Traqueitis triquea B: Bacillus spp.
5016 N.E + - - - - - - P: EL +
5443 N. E. +/++ - - - + - - P:EL+
' ' B:EL+
1 N.E. ++ - - - - - - P: Staphylococcus
SPP. .
3 N.E. + - - - - - - P: Streptococcus spp.
EL- -
B:EL+

NE: Neumonia Enzoética; BN p: Bronconeumonia purulenta. *Sin cambios histopatolégicos significativos. Br: Bronquio. P: Puimén. B: Bazo. EL -+ Enterobacteria lactosa ++.
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ersidad de Las Palmas de Gran C:

Animal |[Histopatologia [ Aislamiento ICQ Aislamiento ICQ CAR Otros Otras bacterias
n° -M. M. Pasteurella P. Bacillus Micoplasmas aisladas
_ mycoides mycoides . multocida , aislados
30 N.E. + - - - - - - P: Staphylococcus
Spp.
B: Staphylococcus
Spp-
1544 " N.E. + - - - - - - P: Staphylococcus
Spp-
41 N.E. + - - - - - - P: Bacillus spp.
B: Staphylococcus
Spp.
36 ~ BNp+ - - - - - - P: Staphylococcus
Spp.
Bacillus spp.
EL+
35 N.E. ++ - - - - - - P: Staphylococcus
Spp.
Bacillus spp.
EL+
26 * - - - - - ~ P: Staphylococcus
SpPp.
1651b * - - - - - - P:EL+
N.E.: Neumonia Enzodtica. P.: Pulmoén.
BN p: Bronconeumeonia purulenta. B.: Bazo.

* Sin cambios histopatolégicos significativos.
Br: Bronquio.

EL+: Enterobacteria lactosa positiva.
EL - Enterobacteria lactosa negativa.
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TABLA 2. Estudio histopatolégico, im:nunocitoquimico, histoquimico y microbiolégico de las cabras adultas.

NE: Neumonia Enzodtica; BN p: Bronconeumonia

U: itero

Animal | Histopatologia [ Aislamiento ICQ Aislamiento ICQ CAR Otros Otras bacterias
n’ M. M. Pasteurella P. Bacillus Micoplasmas aisladas
mycoides || Mycoides multocida aislados
1515 N. E. ++ - - - - Br+ P: M. spp P: Staphylococcus
BNp+ Spp-
Bacillus spp.
828 * - - - - - B: M. putrefaciens -
U: M. putrefaciens
1632 N.E. + - - - - +H - P: Staphylococcus
Traqueitis traquea Spp.
Bacillus spp.
1495 N. E. +++ - - - - Brtriq |B: Ureaplasma spp. -
Traqueitis ++
MOR Neumonia - - - - - - P: M. spp. P: Staphylococcus
granulomatosa spp.
parasitaria ' Bacillus spp.
921 * - - - - - B: M. agalactiae -
5449 N.E. + - +(LC) - + +++ 'P: M. spp. P: Staphylococcus
BNp+ triquea B: M. spp. Spp.
Traqueitis B: Staphylococcus
' Spp.
5435 N.E. +++ - - - + Br +++ - P:EL+
BNp + . . B: Staphylococcus sp

purulenta.*Sin cambios histopatolégicos significativos. Br: Bronquio. P: Puimén. B: Bazo. EL --: Enterobacteria lactosa ++.
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NE: Neumonia Enzoética; BN p: Bronconeumonia purulenta.*Sin cambios histopatolégicos significativos. Br: Bronquio. P: Pulmén. B: Bazo.

U: utero

Animal [|Histopatologia || Aislamiento | ICQ Aislamiento ICQ CAR Otros Otras bacterias
n° M. mycoides M. Pasteurella P. Bacillus Micoplasmas aisladas
mycoides multocida aislados
1653 NE+++/BNp+ - - - - + - P: Staphylococcus
Traqueitis traquea Spp-
1130 N. verminosa - - - - - - P: Staphylococcus
Traqueitis spp-
280 * - - - - - - P: Bacillus spp.
1611 N. E. +++ - - - + Br ++ - P: Staphylococcus
BNp+ spp. '
1635 || NE +++/BNp+ - - - - Br ++ - P: Staphylococcus
Traqueitis trag+++ Spp.
1646 N. E. ++/++ - - - - + - -
: Traqueitis traquea
12 * - - - - - - P: Bacillus spp.
88350 * - - - - - - P: Bacillus spp.
82296 * - - . - - - .\ -
8853 * - - - - - - P: Bacillus spp.
5428 N.E. ++ - - - . I . .
BNp+ traquea
Traqueitis — —

EL -++: Enterobacteria lactosa -/+.
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NE: Neumonia Enzoética, BN p: Bronconeumonia purulenta *Sin cambios histo

U: ttero _

r_l__ — ——— ——
Animal (| Histopatologia || Aislamiento ICQ Aislamiento ICQ CAR Otros Otras bacterias
n° M. mycoides M. Pasteurella P. Bacillus Micoplasmas aisladas
' mycoides multocida aislados
—— e —————————
5015 * - - - - - - -
3205 * - - - - - - -
2064 Traqueitis - - - - - - P: Bacillus spp.
40m N.E. ++ - - - - - - P: Staphylococcus
Spp.
1153 * - - - - - - P: Staphylococcus
Spp-
Bacillus spp.
1275 Traqueitis - - - - - - P: Staphylococcus
Spp.
1312 * - - - - - - -
1527 N.E. +/++ - - - - - P: Staphylococcus |
Spp.
01315 * - - - - - - P: Bacillus spp.
1359 N.E. + - - - - - - P: Staphylococcus
Spp.
U: Staphylococcus
Spp-
. . _ ] Bacillus spp.

patolégicos significatives. Br: Bronquio. P: Pulmén. B: Bazo. EL ++: Enterobacteria lactosa -/+.
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Animal Histopatologia (| Aislamiento || ICQ M. [l Aislamiento ICQ CAR\ Otros Otras bacterias
n’ - M. mycoides (|mycoides | Pasteurella P. Bacillus Micoplasmas aisladas .
multocida aislados
1354 * . ; - - - - P: Bacillus spp.
1368 N. verminosa - - - - - - P: Bacillus spp.
1405 * - - - - - - P: Bacillus spp.
672 N. E. +/++ - - - . - - -
202 * - - - - - - -
515 * - - - - - - P: Bacillus spp. .
1033 N. verminosa - - - - - - P: Staphylococcus
Spp.
4m N.E. ++ - - - - +Hraq y - P: Staphylococcus spp
luz br. Bacillus spp.
863 * - - - - - - P: Staphylococcus
Spp.
880 Traqueitis - - - - +raq y - P: Bacillus spp.
luz br.
931 N. E. +++ - - - . - - -
955 Traqueitis - - - - - - P: Staphylococcus
, Spp.

NE: Neumonia Enzoética; BN p: Bronconeumonia purulenta. *Sin cambios histopatolégicos significativos. Br: Bronquio. P: Pulmén. B: Bazo. EL ++: Enterobacteria lactosa -/+.
"U: atero ' '
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Animal ||Histopatologia || Aislamiento ICQ Aislamiento ICQ CAR Otros Otras bacterias
n° M. mycoides M. Pasteurella P. Bacillus Micoplasmas aisladas
mycoides multocida aislados
1000 N. verminosa - - - - - - P: Bacillus spp.
1032 .| N.E. +++ - - - + + - P:EL-
BNp+ triquea
1527b * - - - - - P: Staphylococcus
Spp.
Bacillus spp.
88534 * - - - - - - P: Staphylococcus
Spp.
U: Bacillus spp.
1025 * - - - - - - -
671 N.E. + - - - - + - P-EL-
Traqueitis traquea. U EL-
88537 * - - - - - - P: Bacillus spp.
U: Bacillus spp.
995 Traqueitis - - - - - - P: Staphylococcus
Spp.
Bacillus spp.
88282 * - - - - - - P: Bacillus spp.
B: Bacillus spp.

NE: Neumonia Enzoética; BN p: Bronconeumonia purulenta *Sin cambios histopatolégicos significativos. Br: Bronquio. P: Pulmén. B: Bazo. EL -+ Enterobacteria lactosa -+

U: ttero
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El 35% de las cabras adultas presentaron lesiones de neumonia enzodtica, con las mismas
caracteristicas histologicas que las descritas en el caso de los animales mas jovenes, y también
desglosadas en los grados ligero, moderado y grave, asi como en asociacién con
bronconeumonia purulenta (Fig 2). En un 10% de las cabras estudiadas se observaron lesiones
de neumonia verminosa y un 55% no mostro cambios histologicos significativos a nivel

pulmonar.

NEUMONIA
CABRIT_OS

NE+ +. 30%

NE+ 33%

NE + BN p 19

Figura 1.- Tipos de neumonia observados en los cabritos necropsiados.

NE: Neumonia enzodtica. BNp: Bronconeumonia purulenta.

NEUMONIA
CABRAS

NE+++ 17%
NE+ + 22%

NE+ 17%

NE + BN p 44%

Figura 2.- Tipos de neumonia obsrvados en las cabras adultas

necropsiadas. NE: neumonia enzootica. BNp: Bronconeumonia purulenta.
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4.2.2 Lesiones en traquea.

El 6% de los cabritos estudiados presentaron lesiones en triquea consistentes en una
traqueitis linfoplasmocitaria, caracterizada por un intenso infiltrado en 4reas subepiteliales
compuesto basicamente por linfocitos y células plasmaticas, asi como congestion en los vasos
sanguineos de la submucosa. También se pudo observar en ocasiones desprendimiento del
epitelio traqueal y pérdida de cilios.

En el caso de las cabras adultas se observo traqueitis linfoplasmocitaria en un 12% de
los casos, traqueitis linfoplasmocitaria asociada con neumonia enzootica en un 16%, mientras
que no se observaron cambios histologicos significativos a nivel traqueal en el 72% restante
(Fig. 3).

TRAQUEITIS
CABRAS

TRAQUEITIS + NE
‘lg%

TRAQUEITIS
12%

TRAQUEA NORMAL
72%

Figura 3.- Lesiones observadas en traquea de cabras adultas.

4.2.3 Demostracion histoquimica de CAR Bacillus.

Para la demostracion de los CAR bacilli se utilizo la técnica argéntica de Warthin-Starry,
resultando negativos el 76% de los cabritos estudiados. Un 6% presentaron reaccion positiva
a nivel traqueal, caracterizada por la observacion de pequefias bacterias filamentosas adheridas
al epitelio traqueal y situadas de forma paralela y ordenada entre los cilios. Sus dimensiones
fueron similares a las de los cilios vecinos, y en ocasiones también se observaron en células
epiteliales descamadas. Un 18% mostraron reaccion positiva a nivel bronquial, generalmente

en grandes bronquios, caracterizandose por una reaccion similar a la descrita en la triquea. De
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igual forma se observaron CAR bacilli en el epitelio bronquial descamado (Fig. 4).

En el caso de las cabras adultas, un 72% fue Warthin-Starry negativo. El 14% mostro
reaccion positiva en traquea, con las mismas caracteristicas que la descrita en el caso de los
animales mas jovenes. Un 6% mostraron reaccion positiva en bronquios, igualmente de grandes
dimensiones, mientras que un 8% de los animales adultos presentaron positividad en traquea
y bronquios simultaneamente (Fig. 5).

CAR-BACILLUS
CABRITOS

- TRAQUEA +
6%

BRONQUIOS +
18%

W-S ()
76%

Figura 4.- Demostracion histoquimica de CAR-bacillus en cabritos.
W-S: ténica de Warthin-Starry.

8% TRAQUEA
e 14%

BRONQUIOS
6%

W-S ()
72%

Figura 5.- Demostracién histoquimica de CAR-bacillus en cabras adultas.
W-S: técnica de Warthin-Starry.
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4.2.4 Relacion lesiones pulmonares-CAR Bacilli.

Del total de cabritos que presentaron CAR bacilli (24%), en un 75% se observaron
lesiones de neumonia enzodtica exclusivamente, un 13% presentaron lesiones combinadas de
neumonia enzootica y bronconeumonia purulenta, mientras que el 13% de los animales con
CAR bacilli mostraron traqueitis (Fig. 6 ).

En el caso de las cabras adultas que mostraron CAR bacilli en localizacion bronquial
(14%), en un 57% se observaron lesiones de neumonia enzodtica junto con bronconeumonia
purulenta, mientras que el 29% presentaron lesiones de neumonia enzodtica exclusvamente.

Tan sélo el 14% no mostraron ningun tipo de lesion pulmonar.

CAR-BACILLUS
CABRITOS

NE + BNP 13%

CaR-BACILLU N. ENZOOTICA 75%

W-E
= 4%

TRAQUEITIS 13

Figura 6.- Lesiones asociadas con la presencia de CAR-bacillus en
cabritos. NE+BNp: Neumonia enzodtica + bronconeumonia purulenta.

4.2.5 Relacion traqueitis-CAR Bacilli.

Las traqueas de los dos tmicos cabritos qué presentaron traqueitis fueron Warthin-Starry
positivas. También en el caso de las cabras adultas con traqueitis (28%), el porcentaje de
animales con CAR bacilli en traquea se aproximo a la totalidad (92%), permaneciendo tan sélo
un 8% Warthin-Starry negativos (Fig. 7 ).
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TRAQUEITIS-CAR BACILLUS
; _EABRAS_

SIN LESIC '
72% |

CAR-BACILLUS 92%
-

Figura 7.- CAR-bacillus asociados a traqueitis en cabras adultas.
W-S: ténica de Warthin-Starry.

4.3 AISLAMIENTO MICROBIOLOGICO.

4.3.1 Micoplasmas.

La Tabla 3 recoge todos los aislamientos de micoplasmas y ureaplasmas logrados a partir
de las muestras procesadas de los 83 animales estudiados. En ella se sefialan los diferentes
rganos a partir de los cuales se realizo el aislamiento, asi como el perfil bioquimico mostrado
por estas cepas y, finalmente, la especie identificada mediante inhibicion del crecimiento y/o
inhibicién del metabolismo. Todas las cepas fueron sensibles a la digitonina. Solo en 6

aislamientos no fue posible la identificacion de la especie, quedando referenciadas como M.
Spp.

Atendiendo tnicamente a los micoplasmas aislados de pulmon, en el 49% de los cabritos
estudiados se aislaron micoplasmas, quedando desglosados como sigue: MmmL.C (3%), Mmc
(9%), otros micoplasmas (37%). De este tltimo grupo cabe destacar el porcentaje relativo que
supone el aislamiento de M. putrefaciens (54%),seguido por M. agalactiae (23%), M. spp.
(15%) y M. arginini (8%) (Fig. 8).

En cuanto a las cabras adultas, s6lo un 6% fueron positivas al aislamiento de

micoplasmas en pulmén, no pudiendo determinar la especie en ninguno de los casos (Fig. 9).
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El cultivo de las muestras de sangre en SP-4 liquido y solido fue negativo en todos los

Ccasos.

Figura 8.- Micoplasmas aislados de pulmén de los cabritos necropsiados.

Figura 9.- Micoplasmas aislados de pulmén de cabras adultas.

4.3.2 Otras bacterias.

Las Tablas 1y 2 reflejan en dos de sus apartados los aislamientos de Pasteurella
multocida y de otras bacterias a partir de las muestras procesadas de los cabritos y cabras
adultas respectivamente.

En el caso de los cabritos objeto de estudio, P. multocida fue aislada en un 15% de los
casos, mientras que no se obtuvo ningun aislamiento de este microorganismo en las cabras
adultas.
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TABLA 3. Perfil bioquimico e identificacién serolégica de los micoplasmas aislados de los cabritos y cabras adultas.

Animal n° Organo Fermentacion Hidrolisis Hidrolisis Urea Reduccion Peliculas y Inhibicion del Inhibicion del
Glucosa Arginina Tetrazolium Cristales Crecimiento Metabolismo
(Ae/An)
6 Pulmon + - - +H+ - MmmLC MmmLC
9 Pulmon + - - ++ - M.
putrefaciens
9 Bazo + - - +/- - M.
putrefaciens
32 Pulmén + - - ++ + M.
putrefaciens
32 Pulmon - + - -/- - - M. spp.
39 Pulmon - + - -/- - M. arginini
20 Pulmén + + - +H+ + - M.
putrefaciens
1669 Pulmén - + - ++ + - M. agalactiae
24 Pulmén + - - +/+ - Mmc
42 Pulmén + - - +H+ - Mmc
23 Pulmén + - - ++ + M.
putrefaciens
44 Pulmoén + - - -+ - Mmec
37 Pulmén + - - ++ + M.
putrefaciens
18 Pulmén - + - -/- - M. spp.
4 Pulmén - - - ++ + M. agalactiae
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Animal n® Organo Fermentacion Hidraolisis Hidrélisis Urea Reduccion Peliculas y Inhibicion del Inhibicion del
Glucosa Arginina Tetrazolium Cristales Crecimiento Metabolismo
(Ae/An)
21 Pulmoén - + - -+ + M. agalactiae
21 Pulmén + - - +/+ + M.
putrefaciens
21 Bazo + + - ++ + M. capricolum | M. capricolum
subsp. subsp.
capricolum capricolum
33 Pulmoén + - - ++ + M.
putrefaciens
828* Bazo + - - +/+ + M.
putrefaciens
828* Utero + - - +/+ + M.
putrefaciens
1515* Pulmén - + - -/- - M. spp.
1495* Bazo - + + -/- - Ureaplasma
spp.
MOR* Pulmén - + - -/~ - M. spp.
921%* Bazo - - - -+ - M. agalactiae
0921% Ganglio - - - -+ - M. agalactiae
5449* Pulmén - + - -/- - M. spp.
5449* Bazo - + - -/ - M. spp.

* Cabras adultas
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4.3.3 Relacion lesiones pulmonares-aislamiento microbiolégico.

En la Figura 10 se detallan los distintos aislamientos microbiologicos ( 0 demostracion
histoquimica en el caso del CAR bacillus) logrados a partir de las muestras pulmonares de

aquellos cabritos que presentaron lesiones de neumonia enzoética en todas sus variantes.

En el caso de las cabras adultas, los distintos porcentajes relativos de los agentes aislados
(o demostrados histoquimicamente en el caso del CAR bacillus) a partir de las lesiones de

neumonia enzodtica se reflejan en la Figura 11.

CAR-Bacillus +
4%

Figura 10.- Aislamientos microbiolégicos y deteccion de CAR-bacillus

en cabritos con neumonia enzootica.

AISLAMIENTOS EN NEUMONIA ENZOOTICA
CABRAS

CAR-BACILLUS
39%

M.SPP.+CAR-B M.SPP.

6%

Otros aislados
50%

Figura 11.- Aislamientos microbiolégicos y deteccién del CAR-bacillus

en cabras con neumonia enzootica.
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4.4 ESTUDIO INMUNOHISTOLOGICO.

En las Tablas 1y 2 se detallan los animales con inmunorreacciones positivas frente a M.
mycoides y Pasteurella multocida.

Un 27% de los cabritos estudiados mostraron inmunorreaccion positiva frente a M.
mycoides, caracterizada por su aspecto puntiforme, generalmente en el interior de células
inflamatorias (neutréfilos y macrofagos), y en ocasiones también asociada a células epiteliales

descamadas.

Un 21% de los cabritos presentaron inmunorreacciones positivas frente a Pasteurella

.

muitocida en el citoplasma de neu

Solamente una cabra adulta presentd inmunorreaccion positiva frente a M. mycoides,
mientras que fileron cuatro animales (8%), entre los que se encontraba el animal anteriormente

citado, los que evidenciaron positividad frente a P. multocida.

En las Figuras 12, 13 y 14 se expresan graficamente las relaciones entre el nimero de

animales ( cabritos, cabras y totalidad de animales, respectivamente) inmunocitoquimicamente

positivos a M. mycoides y P. multocida y el nimero de animales en los que se aislaron estos

agentes a nivel pulmonar.

M. MYCOIDES P. MULTOCIDA

Figura 12.- Estudio comparativo (aislamiento/inmunocitoquimica) frente

a M. mycoides y Pasteurella multocida en cabritos.
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AISLAMIENTO-INMUNOCITOQUIMICA
CABRAS

M. MYCOIDES P. MULTOCIDA

Figura 13.- Estudio comparativo (aislamiento/inmunocitoquimica) frente

a M. mycoides vy Pasteurella multocida en cabras adultas.

AISLAMIENTO-INMUNOCITOQUIMICA ]

M.MYCOIDES P MULTOCIDA

Figura 14.- Estudio comparativo (aislamiento/inmunocitoquimica) frente
a M. mycoides y Pasteurella multocida en la totalidad de animales

necropsiados.

Con el suero anti-Mmc (cedido por el Dr. Poveda) se observd igualmente una
inmunorreaccion positiva de caracter filamentoso a nivel del epitelio respiratorio ciliado en
aquellos animales Warthin-Starry positivos. Sin embargo no se observo positividad en estos
mismos animales con el suero anti-CAR bacillus de rata, creado en raton y cedido por el Dr.
Matsushita.
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4.5 ESTUDIO ULTRAESTRUCTURAL.

Mediante microscopia electronica de transmision observamos la presencia de un gran
numero de bacilos asociados a las células epiteliales de la mucosa traqueal y bronquial,
ordenados de forma paralela y entre los cilios. Estas bacterias presentaron una longitud de 4
a 9 micras y un didmetro de 100-120 nm en la base y de 180-200 en la zona media. Con la

microscopia electrénica de barrido estos bacilos practicamente se mostraron indistinguibles de

los cilios, salvo por un pequefio engrosamiento apical caracteristico de estas bacterias.

4.6 ESTUDIO SEROLOGICO.

Las Figuras 15 y 16 muestran los resultados serologicos frente a MmmI.C y M. agalactiae

obtenidos tras el estudio de 192 sueros (33 cabritos y 159 cabras adultas).

SEROLOGIA

CABRITOS

Negativos
917

M. AGALACTIAE

Figura 15.- Resultados serologicos en cabritos.
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SEROLOGIA
CABRAS

MmmLC

10%
> L LEaES

. M.AGALACTIAE

= 18%
i

‘M.AGALACTIAE + MmmLC

Negativos
70%

Figura 16.- Resultados serolégicos en cabras adultas.

4.6.1 Mycoplasma mycoides subsp. mycoides Large Colony.

Con el Test de Fijacién del Complemento (CFT) con antigeno de MmmLC los animales
positivos fueron los mimeros: 424, 584, 807, 902, 912, 966, 1252, 1260, 1283, 1341 y 88524,

todos ellos correspondientes a cabras adultas.

Mediante la técnica de Blocking ELISA con el anticuerpo monoclonal 4F10B2 frente a
MmmLC los animales positivos fueron también todos ellos cabras adultas, encontrandose
animales con titulos muy altos (nimeros 623, 942, 1130 y 1330) y animales con titulos
ligeramente altos (niimeros 822, 898, 1346 y 2085). Solamente el animal 1130 fue necropsiado.

Mediante la técnica de ELISA indirecto se intenté comprobar si exitia alguna correlacion
entre el CFT y el Blocking ELISA, concluyendo que no habia ninguna.
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4.6.2 Mzcoglasmd agalactiae.

En el caso de los 33 cabritos estudiados seroldgicamente, solo se detectaron anticuerpos

frente a M. agalactiae en los numeros 7, 18 y 21, todos ellos necropsiados.

Las cabras adultas positivas fueron los nimeros: 150, 424, 584, 610, 671, 753, 811, 863,
880, 912, 921, 931, 973, 1033, 1117, 1184, 1188, 1226, 1247, 1276, 1333, 1347, 1407, 1413,
1495, 1602, 1632, 1654, 2057, 5943, 88524, 88586.

De estos animales fueron necropsiados los nimeros 671, 863, 880, 921, 931, 1033, 1495
y 1632.

4.7 ESTUDIO BEMATOLOGICO.

Los resultados del estudio hematologico realizado sobre 83 animales (33 cabritos y 50
cabras adultas) se reflejan en 1a Tabla 4.

Estos resultados indican que todas las medias de los parametros hematicos analizados se

encuentraron dentro del rango de valores normales (Duncan y Prasse, 1986).

RESULTADOS 99

anaria. Biblioteca Digital, 2004

ersidad de Las Palmas de Gran C:

© Unive



TABLA 4. RESULTADOS DEL ESTUDIO HEMATOLOGICO.

Parametro Media || Desviacion Error Minimo || Maximo V. normal*
hemaitico tipica estadistico Rango Media
WBC (x 10°/ul) 11.80 4.99 0.71 58 20.6 4-13 9
RBC (x10°/ul) || 12.71 2.75 0.37 9.02 19.05 8-18 13
HGB (g/dl) 10.09 1.13 0.14 8 14.9 8-12 10
HCT (%) 27.95 5.17 0.70 208 41.7 22-38 28
VCM ( f1) 21.63 2.49 0.33 16 26.1 16-25 20
HCM (pg) 7.41 1.44 0.19 5 10.06 5.2-8 6.5
CHCM (g/dl)' 36.4 5.69 0.77 228 47.1 30-37 33
% Linfocitos 54.0 9.32 1.45 26.2 66.4 50-70 56
% Monocitos + 46.0 9.32 1.45 33.6 73.8 35-51 43
Granulocitos
Linfocitos 6.37 2.30 0.36 3.1 11 2-9 5.5
(x10° /ul)
Monocitos + 5.42 21 0.33 2.7 12.2 1.3-7 5.1
Granulocitos
(x10*/ul)
WBC: Recuento leucocitario VCM: Volumen Corpuscular Medio
RBC: Recuento eritrocitario HCM: Hemoglobina Corpuscular Media
HGB: Hemoglobina CHCM: Concentracién de Hemoglobina Corpuscular Media

HCT: Valor hematécrito

n: Tamafio de la muestra para todos los pardmetros = 83 animales.
* Valores normales tomados de Duncan & Prasse, 1986.
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Figura 1.- Cabra adulta n° 280. Pulmoén histologicamente normal. En este animal no se
aislaron micoplasmas ni pasteurelas. Tampoco se detectaron CAR-bacilli. H-E x10
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Figura 2.- Cabrito n° 24. Pulmon. Bronconeumonia catarropurulenta con infiltracion
peribronquial y presencia de gran nimero de macrofagos alveolares. En este animal se
aislo Mmc y se evidencio una inmunorreaccion positiva frente a M. mycoides. También
fue aislada de pulmén Moraxella spp. H-E x16
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Figura 4.- Cabra adulta n° 1632. Pulmon. Linfoproliferaciones peribronquiales con
infiltrado sub e intraepitelial. No se aislaron micoplasmas ni pasteurelas a partir de esta
lesion. H-E x10
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Figura 5.- Cabra adulta n° 1632. Bronquio. Inmunorreaccion positiva considerada como
inespecifica con el suero anti-Mmc (Dr. Poveda) en el epitelio ciliado bronquial. No se
aislaron micoplasmas ni pasteurelas en este animal. Streptavidina-biotina-peroxidasa. x10
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Figura 6.- Cabra adulta n° 1515. Pulmén. Intensa linfoproliferacion peribronquiolar tipica
de neumonia enzodtica (+++), junto a una bronconeumonia purulenta. Se aislo M. spp. y
fueron detectados CAR-bacilli en el epitelio ciliado. H-E x16

ICONOGRAFIA 107

 Universidad de Las Palmas de Gran Canaria. Biblioteca Digltal, 2004



; 11«,4._,5_:’
{ - o J Ry Y

Figura 7.- Cabra adulta n° 1495. Pulmén. Intensas proliferaciones peribronquiales correspondientes
aun caso de neumonia enzodtica (+++). Se detectaron CAR-bacilli en relacion al epitelio bronquial
mediante la ténica de Warthin-Starry. No se aislaron micoplasmas ni pasteurelas a partir de esta
lesion. H-E x10
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Figura 8.- Cabra adulta n° 1495. Bronquio. Linfoproliferacion peribronquial e infiltrado inflamatorio
sub e intraepitelial. Este animal present6 neumonia enzoética (+++). Se detectaron CAR-bacilli en
relacion al epitelio bronquial mediante la técnica de Warthin-Starry. No se aislaron micoplasmas ni
pasteurelas a partir de esta lesion. H-E x25
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Figura 9.- Cabrito n° 38. Bronquio. Demostracion histoquimica de CAR-bacillus en el
epitelio ciliado mediante la técnica de Warthin-Starry. Este animal mostr6 lesiones de
neumonia enzodtica (+), aislindose tUnicamente Pasteurella multocida. W-S x40
(Nomarsky).
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Figura 11.- Cabra adulta n° 5435. Pulmén. Lobulillo pulmonar mostrando
linfoproliferaciones peribronquiolares tipicas de neumonia enzodtica (+++), junto a gran
cantidad de exudado alveolar compuesto mayoritariamente por macréfagos y neutréfilos.
Se detectaron CAR-bacillus a nivel del epitelio ciliado, no aislandose micoplasmas ni
pasteurelas, si bien hubo inmunorreaccion positiva frente a Pasteurella multocida. H-E x10
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Figura 12.- Cabrito n° 31. Pulmén. Linfoproliferaciones peribronquiolares en un caso de
neumonia enzodtica (+++). En este animal tan s6lo se detectéo CAR-bacillus en el epitelio
bronquial. H-E x10
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Figura 13.- Cabrito n° 38. Bronquio. Inmunorreaccion positiva considerada inespecifica con
el suero anti-Mmc (Dr. Poveda) en el epitelio ciliado bronquial. Este animal present6
lesiones de neumonia enzootica(+), aislindose Pasteurella multocida y detectandose CAR-
bacillus en este mismo epitelio. Streptavidina-biotina-peroxidasa. x40 (Nomarsky).
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Figura 14.- Cabra adulta n° 1495. Traquea. Traqueitis linfoplasmocitaria. Se detectaron CAR-bacilli
en el epitelio traqueal mediante la técnica de Warthi-Starry. H-E x16
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Figura 15.- Cabra adulta n° 1632. Triquea. Traqueitis linfoplasmocitaria. En esta traquea también
se detectaron CAR-bacilli Warthin-Starry (+). H-E x25
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Figura 16.- Cabra adulta n° 1632. Traquea. Demostracion histoquimica de CAR-bacillus en el
epitelio ciliado (Fig. 15) mediante la técnica de Warthin-Starry. W-S x20
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Figura 17.- Cabra adulta n° 1632. Traquea. Superficie del epitelio traqueal con un gran nimero
de CAR-bacilli. Obsérvese su morfologia filamentosa, practicamente indistinguibles de los cilios,

salvo por un pequefio engrosamiento en el extremo apical. M.E.B. x1000

Figura 18.- Cabra adulta n° 1632. Traquea. Superficie epitelial traqueal, con un gran namero de
células caliciformes y una intensa colonizacion del epitelio ciliado por CAR-bacillus. Se evidencia
con mayor claridad el pequeiio y caracteristico engrosamiento bulboso terminal. M.E.B. x2700
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Figura 19.- Cabra adulta n° 5428. Traquea. Demostracion histoquimica de CAR-bacillus en el
epitelio ciliado mediante la técnica de Warthin-Starry. El animal mostré una intensa traqueitis
linfoplasmocitaria. W-S x40 (Nomarsky).
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Figura 20.- Cabrito n° 5443. Pulmén. Inmunorreaccién positiva frente a Mmc en el
citoplasma de macréfagos alveolares. Este animal presenté lesiones de meumonia
enzootica (+/++). Streptavidina-biotina-peroxidasa. x40
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Figura 21.- Cabrito n° 20. Pulmén. Inmunorreaccion positiva frente a M. mycoides en
el interior de macrofagos. Este animal mostro lesiones de neumonia enzodtica (+/++),
aislindose solamente M. putrefaciens y Pasteurella multocida. Streptavidina-biotina-
peroxidasa. x40
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Figura 22.- Cabrito n° 37. Pulmén. Bronconeumonia catarropurulenta con inmunorreaccion
positiva frente a M. putrefaciens en el interior de c€lulas inflamatorias. Este animal mostré
lesiones de neumonia enzodtica +/++. Se aislo M. putrefaciens, presentando también

inmunorreaccion positiva frente a Pasteurella multocida. Streptavidina-biotina-peroxidasa.

x40 (Nomarsky).
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Figura 23.- Cabrito n° 37. Pulmén. Bronconeumonia catarropurulenta con
inmunorreaccién positiva frente a Pasteurella multocida en el citoplasma de las células
inflamatorias. Este animal también mostré lesiones de neumonia enzodtica (+/++). Se
aislo M. putrefaciens, presentando también inmunorreaccion positiva frente a este
microorganismo. Streptavidina-biotina-peroxidasa. x20
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Figura 24.- Cabra adulta n° 5449. Pulmon. Inmunorreaccion positiva frente a Pasteurella
multocida en el interior de macréfagos. El animal mostré lesiones de neumonia enzodtica

(++) y bronconeumonia purulenta, aislindose M. spp. También presentd inmunorreaccion
positiva frente a MmmI.C. Streptavidina-biotina-peroxidasa. x40 (Nomarsky).
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Figura 25.- Cabrito n° 18. Pulmén. Exudado bronquial catarropurulento con
inmunorreaccion positiva intra y extracelularmente frente a Pasteurella multocida.
Streptavidina-biotina-peroxidasa. x20
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Figura 26.- Cabrito n° 5443. Pulmo6n. Inmunorreaccion positiva frente a Pasteurella
multocida en el citoplasma de macréfagos alveolares. Este animal present6 lesiones de
neumonia enzoodtica (+/++). Streptavidina-biotina-peroxidasa. x40
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En este trabajo se confirma la complejidad y caricter multifactorial de las
micoplasmosis caprinas, en las que factores tales como la edad de los animales, las condiciones
de manejo, las condiciones climaticas y Ia existencia de otras infecciones concomitantes son
considerados como factores predisponentes de gran importancia en el inicio y desarrollo de la
enfermedad (Lefévre y cols., 1987b; Jones, 1989; DaMassa y cols., 1992).

En efecto, la edad de los animales objeto de estudio fue un factor determinante y
diferencial que ha condicionado numerosos resultados del presente trai:ajo. E1 85% de los
cabritos estudiados presentaron lesiones macroscopicas de diferente g-:ico a nivel pulmonar,
mientras que en el caso de las cabras adultas estas lesiones fueron muci:o menos frecuentes e
intensas. Las lesiones macroscopicas que mostraron los animales de 3-4 meses de edad a nivel
pulmonar consistieron en areas de consolidacién difusa con patrén lobulillar en los 16bulos
pulmonares apical y medio derechos, turbidez de la pleura y presencia en algin caso de
membranas de fibrina sobre la superficie pleural, estableciendo adherencias de forma
inconstante entre los distintos 16bulos pulmonares y la pared costal. Estas lesiones se
corresponden con las descritas por otros autores en infecciones del ganado caprino por
MmmlI C (DaMassa y cols., 1983a; Rosendal, 1983; DaMassa y cols., 1986; Bolske y cols.,
1989; Rodriguez, 1993), Mmc (Kaliner y MacOwan, 1976; MacOwan, 1976; Ojo, 1976a;
Rodriguez, 1993), M. capricolum subsp. capricolum (DaMassa y cols., 1983b; Cordy, 1984;
DaMassa y cols., 1987b), y M. agalactiae (Cottew, 1984).

De igual forma la presencia de artritis (21% de los cabritos necropsiados), afectandose
principalmente las articulaciones carpianas, ha sido descrita por otros autores en infecciones
por MmmLC (Rosendal y cols., 1979; Bar-Moshe y Rapapport, 1981; DaMassa y cols., 1983a;
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East y cols., 1983; Ruhnke y cols., 1983; Hazell y cols., 1985), M. capricolum subsp.
capricolum (DaMassa y cols., 1983b y 1987b), M,_aggl&c_uag (Rosendal, 1988; DaMassa y
cols., 1992; Real y cols., 1994) y M, putrefaciens (DaMassa y cols., 1987b; Blood y cols.,
1988; DaMassa y cols., 1992; Rodriguez y cols.,1994). '

El alto porcentaje de lesiones pulmonares observadas en los cabritos necropsiados
puede explicarse atendiendo a la edad de los animales y al sistema inmune de estos animales.
Ello indica claramente la importante funcién que desempefia el sistema inmune en las
infecciones por micoplasmas, respuesta que ha sido perfectamente descrita en las infecciones
por estos microorganismos en el ganado vacuno, y en las que son importantes el desarrollo y/o
una respuesta inadecuada por parte de este sistema (Gourlay y Howard, 1982; Howard y
Taylor, 1985).

Por el contrario, el desarrollo completo del sistema inmune en los animales adultos y
la ausencia de factores predisponentes en la mayoria de éstos, tales como gestacion y
hacinamiento, junto con unas condiciones climiticas muy favorables e:: los uieses previos al
sacrificio (Agosto y especialmente Septiembre son meses muy calurosos en la isla de Gran
Canaria), podrian explicar el bajo porcentaje de lesiones observadas en las cabras adultas.

Bajo el término de Neumonia Enzodtica se agrupan dos formas de neumonia presentes
en grupos de animales jovenes mantenidos en estrecho contacto. La importancia relativa de
cada una de estas dos formas, una bronconeumonia exudativa aguda y una neumonia
broncointersticial mas cronica, difiere en funcién de la especie animal afectada (Jubb y cols.,,
1993). En el ganado ovino el término neumonia enzodtica se uso inicialmente para referirse a
la pasteurelosis neumonica de la oveja, apareciendo otros términos para referirse a la forma
mas crénica, tales como neumonia intersticial proliferativa, neumonia exudativa proliferativa,
neumonia atipica y neumonia crénica no progresiva. Para evitar confusiones, esta forma
cronica deberia denominarse también Neumonia Enzodtica, al igual que en vacuno y porcino
(Jubb y cols., 1993).

El 82% de los cabritos necropsiados mostraron lesiones neuménicas compatibles con
neumonia enzodtica, consistente histologicamente en una neumonia broncointersticial con
linfoproliferaciones peribronquiales y peribronquiolares en las fases mas cronicas. La lesion se
asemeja fundamentalmente a la neumonia enzodtica descrita por otros autores en el ganado
porcino (Neumonia Enzodtica Micoplasmica) (Jubb y cols., 1993) caracterizada por un
marcado incremento de células mononucleares en los septos interalveolares y acumulo de
exudado en las luces alveolares, compuesto fundamentalmente por macrofagos alveolares.
Igualmente, las linfoproliferaciones peribronquiolares pueden en ocasiones originar un
" estrechamiento de la luz de estas vias aéreas y el epitelio correspondiente puede encontrarse
desprendido en bronquiolos donde existe una hiperplasia epitelial. Una lesién histoldgica tipica

DISCUSION 129

anaria. Biblioteca Digital, 2004

ersidad de Las Palmas de Gran C:

© Unive



de 1a neumonia enzodtica de la oveja y que también hemos observado en algin animal, es la
presencia de bronquiolitis obliterante, la cual aparece en el ganado ovino con mayor frecuencia
dos meses después de la infeccién (Gilmour y cols., 1982).

El35% de las cabras adultas también presentaron lesiones de neumonia enzoética, con
las mismas caracteristicas histolégicas que las descritas en el caso de los animales mas jévenes.
Esta diferencia porcentual en cuanto a animales jévenes y adultos difiere de 1a encontrada por
Traore (1989) en un estudio realizado sobre 2200 ovejas y cabras; este autor definié una
neumonia enzodtica, probablemente de multiple etiologia, caracterizada por una neumonia
intersticial aguda o subaguda generalizada, complicada frecuentemente con neumonia
exudativa, siendo los animales mas afectados los de edades comprendidas entre los 2-3 ailos.

El origen de estas linfoproliferaciones podria atribuirse a una respuesta inmunolégica
inespecifica de tipo celular formada fundamentalmente por linfocitos T (Gourlay, 1981; Cassel
y cols., 1985), si bien son necesarios estudios de determinacion de subpoblaciones linfocitarias
para corroborar esta hipétesis en las lesiones linfoproliferativas observadas en la neumonia

enzoodtica de estos animales.

Los aislamientos microbioldgicos (o demostracién histoquimica en el caso de los CAR-
bacilli) a partir de los pulmones de cabritos con lesiones de neumonia enzodtica demmuestran
que son los micoplasmas los microorganismos mis frecuentemente aislados de este tipo de
lesién (46%), solos o en asociacion con otros microorganismos tales como Pasteurella
multocida y CAR-bacillus. Ello podria confirmar el alto grado de similitud de las lesiones en
estos animales con las descritas en los cerdos jovenes afectados de neumonia enzodtica,
término que en ganado porcino se considera sinénimo de neumonia enzoOtica micoplasmica,
puesto que los microrganismos mas frecuentemente aislados son M. hyopneumoniae y M,
hyorhinis (Jubb y cols., 1993).

Ninguno de los micoplasmas aislados de los pulmones de cabritos con neumonia
" enzodtica fue identificado como M. ovipneumoniae, principal microorganismo asociado con
la neumonia enzodtica del ganado ovino (Alley y Clarke, 1979; Gilmour y cols., 1979; Jones
y cols., 1979; Gilmour y cols., 1982; Gracia y cols., 1987; Jones y Gilmour, 1991; Jubb y cols.,
1993). Ello indica que en el caso del ganado caprino, micoplasmas como MmmL.C, Mmc, M.

putrefaciens, M. agalactiae, M.arginini y M. spp. pueden encontrarse asociados con lesiones
de neumonia enzodtica en los animales mas jovenes.

La presencia de Pasteurella multocida (sola o junto a micoplasmas o CAR-bacilli)‘ en

un 18% de los pulmones de los cabritos afectados de neumonia enzoOtica no coincide
" exactamente con los datos acerca de la neumonia enzodtica en la oveja, en la que Pasteurella
haemolytica es el principal factor secundario y complicante de esta enfermedad (Gilmour y
cols., 1979; Jones y cols., 1979; Jones y Gilmour, 1991; Baysal y Guler, 1992; Jubb y cols.,
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© 1993). No obstante, Pasteurella multocida también ha sido asociada con la neumonia enzootica
de Ia oveja, al igual que otros microorganismos como M. arginini, Chlamydia psittaci ovis y
Acholeplasma oculi (Jonesy cols., 1982b). En la neumonia enzoética porcina si se ha descrito
P, multocida como microorganismo complicante, junto con Actinomyces pyogenes,
Haemophilus spp., Streptococcus spp., Staphylococcus spp., Klebsiella spp. y Bordetella
bronchiseptica (Jubb y cols., 1993). :

En el 25% de los cabritos con neumonia enzodtica se detectaron CAR-bacilli en el
epitelio bronquial mediante la técnica de plata Warthin-Starry, solos o en asociacion con
micoplasmas o P. multocida, La presencia de estas bacterias filamentosas en el epitelio de
bronquios de grandes dimensiones de cabritos inoculados experimentalmente con un aislado
perteneciente al grupo M. mycoides ha sido descrita recientemente por Fernindez y cols.
(1995). Sin embargo en nuestro estudio un 14% de cabritos afectados de neumonia enzodtica
presentaron CAR-bacilli no asociados a ningdn otro microorganismo, lo que permite establecer

por vez primera a estas bacterias como microorganismos asociados con la neumonia enzootica

de los cabritos.

Los aislamientos microbiolégicos (o demostracién histoquimica en el caso de los CAR-
bacilli) a partir de los pulmones de cabras adultas afectadas de neumonia enzodtica demuestran
que M. spp. estuvo asociado con estas lesiones en un 12% de los casos (solo o en asociacién
con CAR-bacilli), mientras que CAR-bacillus estuvo presente en el 45% de los pulmones con
neumonia enzodtica (en un 39% no estuvo asociado con ningiin otro microorganismo y en un
6% coexistio con M. spp.). Dado que no existe referencia bibliografica alguna de presencia de
CAR-bacillus en pulmén de caprinos adultos, ésta constituye la primera descripcion de este
microorganismo en pulmén de cabras adultas, asi como la primera referencia de CAR-bacillus

asociado con lesiones de neumonia enzodtica en cabras adultas.

La presencia de otros microorganisims asociados con las lesiones de meumonia
enzodtica de los animales jovenes y adultos necropsiados, tales como Staphylococcus spp.,
Streptococcus spp., Moraxella spp., Psendomonas spp., v Bacillus spp. coincide con los datos
aportados por otros autores al estudiar las bacterias aisladas de ovejas y cabras con neumonia
enzodtica (Traore, 1989; Baysal y Guler, 1992).

Numerosos autores han demostrado la utilidad de la técnica argéntica de Warthin-
Starry (Luna, 1968) para la demostracion histoquimica de CAR-bacillus en muestras de traquea
y bronquios de diferentes especies animales fijadas en formol (van Zwieten y cols., 1980;
MacKenzie y cols., 1981; Ganaway y cols., 1985; Waggie y cols., 1987; Matsushita y cols.,
1989; Kurisu y cols., 1990; Shoji-Darkye y cols., 1991; Brogden y cols., 1993; Hastie y cols.,
1993; Fernandez y cols., 1995). En nuestro estudio dicha técnica fue la més apropiada para la
deteccién de CAR-bacillus en el epitelio respiratorio de muestras fijadas en formol, si bien en
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el caso de muestras fijadas en alcohol los resultados han sido negativos, lo que Rodriguez y
Quesada (1993) atribuyen a la solubilidad de las granulaciones argénticas en alcohol.

El estudio ultraestructural de las tréqueas.y bronquios Warthin-Starry positivos de los
animales necropsiados permitié observar la presencia de un gran nimero de bacterias
filamentosas asociadas a las células epiteliales ciliadas de la mucosa traqueal y bronquial,
situadas de forma paralela entre los cilios. Las dimensiones de estos bacilos, con una longitud
de 4-9 micras y un dismetro de 100-120 nm en la base y de 180-200 nm en la zona media se
corresponden con los datos morfologicos descritos por otros autores al referirse al CAR-
bacillus en ratas (van Zwieten y cols., 1980; MacKenzie y cols., 1981; Ganaway y cols., 1985;
Matsushita y Joshima, 1989; Matsushita, 1991; Brogden y cols., 1993; Cundiff'y cols., 1994),
ratones (Matsushita y cols., 1989; Shoji-Darkye y cols., 1991), conejos (W aggie y cols., 1987,
Matsushita y cols., 1989; Kurisu y cols., 1990; Shoji-Darkye y cols., 1991), hamster (Shoji-
Darkye y cols., 1991), bovinos (Hastie y cols., 1993) y caprinos y ovinos (Fernindez y cols.,
1995). No obstante, estos datos morfologicos difieren de los descritos por Schoeb y cols.
(1993) y Cundiff'y cols. (1994) al referirse al CAR-bacillus en conejo, mas corto que en otras

especies, con una longitud de 3-5 micras.

La localizacién de estas bacterias en el aparato respiratorio de los animales
necropsiados se redujo a la traquea y bronquios de grandes y medianas dimensiones, no
observandose CAR-bacillus en el epitelio ciliado de los bronquios de menores dimensiones y
bronquiolos. Ello coincide con lo descrito por otros autores (van Zwieten, 1980; Ganaway y
cols., 1985; Kurisu y cols., 1990; Shoji-Darkye y cols., 1991; Hastie y cols., 1993; Fernandez
y cols., 1995), si bien en ocasiones también ha sido referenciada la colonizacién del epitelio
bronquiolar (MacKenzie y cols., 1981; Matsushita y Joshima, 1989; Matsushita, 1991).

Al ignal que otros autores no hemos encontrado CAR-bacillus en el interior de células
epiteliales, presentindose en todos los casos en relacion a las células epiteliales ciliadas de
triquea y bronquios, y ordenéndose de forma paralela entre los cilios del epitelio respiratorio,
segun la descripcion inicial de van Zwieten y cols. en 1980. Solamente Matsushita (1991}
describié la localizacién intracelular de CAR-bacillus en células epiteliales necroticas
descamadas. En ocasiones también hemos podido constatar la presencia de CAR-bacillus en
relacién a las células epiteliales descamadas, pero nunca intracelularmente.

El 24% de los cabritos necropsiados mostraron mediante la técnica de Warthin-Starry

la presencia de CAR-bacillus en el epitelio ciliado del aparato respiratorio (6% en traquea y
18% en bronquios). E1 76% restante fueron Warthin-Starry negativos en dichas localizaciones
organicas. En el caso de las cabras adultas, un 14% de los animales presentaron positividad
sélo en el epitelio traqueal, un 6% lo hicieron en bronquios y un 8% en triquea y bronquios
de forma sinmiltinea, siendo el resto de los animales (72%) Warthin-Starry negativos. Aunque
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no existen datos epidemiologicos sobre la presencia de CAR-bacillus en el ganado caprino,
nuestros resultados indican que la colonizacion del epitelio respiratorio por parte de esta
bacteria en el ganado caprino es independiente de la edad del animal, puesto que los
porcentajes de cabritos y cabras adultas Warthin-Starry positivos son similares. En el caso de
otras especies animales, tampoco han sido descritas diferencias significativas debidas a 1a edad
de los animales en la presencia de CAR-bacillus.

Se ha discutido anteriormente el posible significado de las lesiones de neumonia
enzodtica halladas en cabritos y animales adultos asociadas con la presencia de CAR-bacillus.
Las lesiones descritas en ratas de laboratorio que presentaron CAR-bacillus en el epitelio
respiratorio ciliado (van Zwieten y cols., 1980) consistieron igualmente en fenémenos de
linfoproliferacién peribronquiales, asi como bronquiectasias y bronquioloectasias.
Descripciones similares han sido referenciadas en ratones infectados experimentalmente via
intranasal con cepas de CAR-bacillus procedentes de ratas (Matsushita y cols., 1989). Las
lesiones descritas en infecciones naturales y experimentales en conejos han sido catalogadas
como menos graves que las producidas en ratas (Kurisu y cols., 1990; Shoji-Darkye y cols.,
1991), incluso se ha cuestionado la capacidad de CAR-bacillus para desarrollar
traqueobronquitis y neumonia en esta especie (Cundiff y cols., 1994). Las lesiones observadas
por Hastie y cols. (1993) en ganado vacuno con CAR-bacilli consistieron en ligeras
infiltraciones de leucocitos en la submucosa traqueal, si bien no fue una observacion constante.
Finalmente, en la primera referencia de este microorganismo en cabritos y corderos (Fernandez
y cols., 1995) se describe la presencia de un moderado infiltrado linfoplasmocitario subepitelial
a nivel traqueal y en los bronquios de mayores dimensiones de los cabritos, asi como una
neumonia crénica con intensa proliferacion linfoide asociada a bronquios y bronquiolos e

hiperplasia epitelial en los corderos. ‘

Por lo tanto, las lesiones de neumonia enzoética que hemos encontrado en los animales
objeto de estudio son similares a las que origina la infeccion por CAR-bacillus en ratas, ratones
y hiamster (Ganaway y cols., 1985; Matsushita y cols.; 1989; Shoji-Darkye y cols., 1991), asi
"~ como las descritas por Fernandez y cols. (1995) en la primera referencia de este microrganismo
en caprino y ovino. El hecho de que en un 14% de los cabritos con neumonia enzodtica y en
un 39% de las cabras adultas con esta misma lesion pulmonar haya sido CAR-bacillus el inico
microorganismo asociado con la lesién permite sospechar de la participacion de esta bacteria

en el desarrollo de este tipo de lesion.

Las lesiones en triquea afectaron al 6% de los cabritos y al 28% de las cabras adultas,
consistiendo en todos los casos en una traqueitis linfoplasmocitaria caracterizada por la
presencia de un intenso infiltrado en areas subepiteliales compuesto fundamentalmente por
linfocitos y céhlas plasmaticas, junto con una pérdida notable de cilios en determinados casos.
Las traqueas de los dos cabritos que presentaron traqueitis fueron Warthin-Starry positivas.

e
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También en el caso de las cabras adultas con traqueitis, el porcentaje de animales con CAR-
bacilli en triquea se aproximé a la totalidad (92%). Ningtn otro microrganismo fue aislado y/o
demostrado inmunohistoquimica o ultraestructuralmente a partir de estas lesiones. Similares
lesiones en triquea asociadas a la presencia de CAR-bacillus han sido descritas previamente
en ratas (van Zwieten y cols., 1980; MacKenzie y cols., 1981; Ganaway y cols., 1985;
Matsushita y ‘Joshima, 1989; Matsushita, 1989), ratones (Matsushita y cols., 1989), conejo
(Kurisu y cols., 1990), hamster (Shoji?Darkye y cols., 1991), bovinos (Hastie y cols., 1993)
y caprino (Feméndez y cols., 1995). Estos datos permiten sugerir la capacidad de esta bacteria
de originar traqueitis en el ganado caprino, si bien son necesarios estudios experimentales para

demostrar su verdadero potencial patégeno.

Por otra parte, hay que destacar que el 85% de aquellos animales que presentaron
traqueitis asociadas a la presencia de CAR-bacillus en el epitelio traqueal, también mostraron
lesiones de neumonia enzodtica. La pérdida muy significativa de cilios descrita en bovinos
(Hastie y cols., 1993) ya llev a estos autores a sugerir que podria reducir la defensa mucociliar
permitiendo asf una infeccién mas extensa. Creemos por tanto que la colonizacion del epitelio
traqueal por esta bacteria en los animales objeto de estudio podria originar no sélo una
traqueitis linfoplasmocitaria sino también una reduccion del sistema ciliar de defensa
inespecifica, lo que permitiria una infecciéon mas extensa hacia bronquios de estos bacilos y/o

de otros microorganismos con tropismo respiratorio.

El caricter filamentoso de la inmunorreaccién positiva observada en el borde epitelial
de bronquios y traquea Warthin-Starry positivos al utilizar un suero anti-Mmc desarrollado en
conejo (cedido por el Dr. Poveda), y la falta de reaccion en estas mismas localizaciones al
utilizar otros sueros anti-M. mycoides, asi como la demostracién ultraestructural de la
presencia de CAR-bacilli y el bajo o nulo nimero de micoplasmas observados mediante
microscopia electronica en estas areas, permite sospechar la presencia de anticuerpos anti-
CAR-bacillus en el citado suero anti-Mmg. Al no ser posible demostrar morfologicamente la
presencia de CAR-bacillus en los conejos en los que se cre6 el citado antisuero, el hecho de
que ya se ha descrito en conejos infectados naturalmente la presencia de anticuerpos anti-CAR-
bacillus (Kurisu y cols., 1990), explicaria la contaminacion del antisuero.

Sin embargo, no se observo inmunorreaccion positiva con el suero anti-CAR bacillus
de rata (cedido por el Dr. Matsushita) en ninguno de los animales inicialmente Warthin-Starry
positivos. Muy recientemente se ha demostrado que CAR-bacillus de conejo estd muy
relacionado con el género Helicobacter (Cundiff'y cols., 1995), mientras que CAR-bacillus de
rata esta mas relacionado con el género Flavobacterum (Schdeb y cols., 1993). Nuestros
resultados inmunohistoquimicos podrian sugerir por lo tanto que el CAR-bacillus presente en
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cabra se aproximaria al CAR-bacillus descrito en conejo, si bien con diferencias morfologicas.
En cualquier caso sera necesario el aislamiento de este microorganismo para confirmar esta
hipotesis.

El Comité Internacional de la Oficina Internacional de Epizootias (OIE), reunido en su
62° Asamblea General (1994), ya menciona en la Resolucion n° XI "Infecciones por

micoplasmas en los bovinos, ovinos y caprinos: métodos de diagnéstico y control sanitario”,-

las dificultades que entraiia el diagnostico microbiologico de las micoplasmosis. A lo largo de
este estudio hemos podido comprobar efectivamente la dificultad del aislamiento
microbiolégico que presentan algunos micoplasmas, siendo necesario un especial esmero a la

hora de elaborar los apropiados medios de cultivo.

 Como medio de cultivo artificial libre de células para el crecimiento de micoplasmas
utilizamos el medio SP-4, tanto liquido como solido, siguiendo la formula de Whitcomb
(1983), modificada por Poveda (Poveda, 1994, comunicacién personal). Los principales
cambios en dicha formula consistieron en la sustitucién de Yeastolate (DIFCO) por Yeast
Extract (DIFCO), asi como la eliminacién de la glucosa, con Ia finalidad de que de esta forma
tuviesen iguales probabilidades de crecimiento micoplasmas fermentativos y no fermentativos
en caso de cultivos mixtos. Por otra parte, hay que destacar el efecto disgenésico que puede
conllevar la adicién de glucosa al medio, ya que no siendo imprescindible para el crecimiento
de los micoplasmas, en el caso de especies fermentativas de rapido crecimiento, los metabolitos
4cidos surgidos del catabolismo de este aziicar pueden provocar un manifiesto descenso del
pH del medio, con la consiguienté inactivacién del crecimiento (Poveda, 1988). Estas
modificaciones han permitido el aislamiento de micoplasmas no fermentativos como M.

agalactiae y M. arginini en cultivos mixtos con otros micoplasmas fermentativos.

El proceso de clonaje, normalizado por el Subcomité de Taxonomia de la Clase
Mollicutes (1979), garantiza la obtencién de cultivos puros, aunque existen algunas
circunstancias que lo dificultan, como la asociacion en la muestra de micoplasmas con similar
velocidad de replicacion, lo que dificulta en gran medida su aislamiento (Poveda, 1988). En
nuestro estudio hemos podido comprobar que después del procesamiento de 28 aislamientos,
3 de ellos se encontraban mezclados, si bien fueron ficilmente clonados para su posterior
identificacion.

La técnica de inhibicion del crecimiento, aunque es altamente especifica, plantea en
ocasiones problemas de interpretacion, ya que como sefiala Clyde (1983), los efectos
inhibitorios no consisten siempre en una zona definida alrededor del disco con el antisuero.
Aunque algunos factores que afectan directamente a esta técnica pueden ser estandarizados,
como el tamaiio y titulo del indculo o la calidad del antisuero empleado, hay que tener en

cuenta el factor de variacion existente entre las cepas de una misma especie de micoplasma, lo-
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que puede originar diferencias significativas en los halos de inhibicién (Poveda, 1988). En
nuestro estudio, hemos observado frecuentemente una zona de clarificacion del crecimiento,
manifiesta incluso a simple vista, pero en la cual podian apreciarse algunas colonias. Todos los
autores que han descrito el fendmeno coinciden en sefialar que las colonias que crecen en las
cercanias del disco son resistentes al efecto inhibitorio del antisuero (Stanbridge y Hayflick,
1967; Hayflick, 1969; Clyde, 1983; Poveda, 1988). Por todo ello, los datos aportados por el
perfil bioquimico, constituyen un elemento complementario a la hora de establecer una
identificacion definitiva.

Atendiendo tnicamente a los micoplasmas aislados de pulmon, en el 49% de los
cabritos necropsiados se aislaron micoplasmas, lo que supone un elevado porcentaje si se
compara con los resultados obtenidos en el caso de las cabras adultas, con sélo un 6% de
animales positivos al aislamiento de micoplasmas. Estos resultados confirman la importancia
de la edad de los animales como factor predisponente en las infecciones micoplasmicas, hecho
ya apuntado por otros autores (Lefévre y cols., 1987b; Jones, 1989; Damassa y cols., 1992).

Se aislaron micoplasmas pertenecientes al grupo M. r=vioides en un 12% de los
cabritos necropsiados (MmmLC 3% y Mmc 9%), corroboranco por tanto estudios previos
realizados sobre esta misma explotacion a raiz del brote de pleuroneumonia caprina de 1990,
en los que se referencié por primera vez el aislamiento de Mmc en Espaiia en un brote de
pleuroneumonia caprina y el aislamiento de MmmLC en las Islas Canarias (Villalba y cols.,
1992).

El aislamiento de M, putrefaciens de pulmén del 21% de I .. cabritcr 2studiados es un
dato de especial relevancia, dado que ningun autor ha referenciado un porcentaje similar en
muestras de pulmon. En un brote de mamitis y artritis que requiri6 la destruccién de todo un
rebaiio de 700 cabras en California, solamente dos animales (una cabra adulta y un cabrito de
2 semanas de edad) fueron positivos al aislamiento de M. putrefaciens de muestras pulmonares
(Damassa y cols., 1987a). En un brote de poliartritis en cabritos descrito por Rodriguez y cols.
- (1994) se aislo M. putrefaciens de sangre, traquea y liquido sinovial, siendo negativas las
muestras de pulmén. En cuanto a las lesiones observadas en nuestro estudio, todos los cabritos
de cuyo pulmén se aislo M. putrefaciens presentaron lesiones histologicas a nivel pulmonar,
consistentes en neumonia enzodtica (96%) y bronconeumonia purulenta (4%). No existen en
la bibliografia referencias de lesiones pulmonares en ganado caprino asociadas al aislamiento
de M. putrefaciens. Asi, en el brote descrito por Damassa y cols. (1987), el cabrito de cuyo
pulmoén fue aislado este micoplasma no mostro lesiones histologicas a nivel pulmonar. Otros
autores atribuyen la falta de lesiones pulmonares en infecciones por M. putrefaciens a una falta
de tropismo de éste por el pulmén (Adler y cols., 1980; Gaillard-Perrin y cols., 1985; Damassa
y cols., 1987a; Rodriguez y cols., 1994). Aunque en algunos de los cabritos de los que se aislo
M. putrefaciens también se aislaron otros microorganismos asociados como M. agalactiae, M.
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spp., P. multocida y Moraxella spp., en casi la mitad de ellos (43%) el tnico aislamiento a
partir de pulmén fue M. putrefaciens. Si bien son necesarios por tanto estudios experimentales
que demuestren el posible tropismo de este microorganismo por el pulmén , asi como su
potencial patogeno, nuestros resultados permiten asociar por primera vez el aislamiento de M.
putrefaciens con lesiones pulinonares encuadradas dentro de lo que hemos llamado neumonia

enzootica de los cabritos y/o a bronconeumonia purulenta.

En el 9% de los. cabritos necropsiados se aisloé M. agalactiae de pulmoén. Este
micoplasma también ha sido aislado de pulmén por otros autores (Gupta y cols., 1984; Guha
y Verma, 1987a; Cottew, 1984) y algunos estudios experimentales han demostrado que M.
agalactiae puede provocar, por via intratraqueal, neumonias en cabritos de 2-4 meses de edad
(Guha y Verma, 1987a). En dos de los cabritos de cuyos pulmones se aisié M. agalactiae se
observaron lesiones de neumonia enzodtica, si bien también se aislaron en estos casos P.
multocida y M. putrefaciens respectivamente. El imico cabrito con M, agalactiae como unico
aislamiento a nivel pulmonar no mostré cambios histologicos st ..tivos en este organo.
Estos datos no permiten por tanto asociar a este micoplasm: :c: :as lesiones neumonicas
observadas en nuestro estudio, si bien segin nuestra expericncia no deben descartarse

(Fernandez, 1995, comunicacién personal).

M. arginini fue aislado del pulmén en uno de los cabritos estudiados. Clasicamente se
ha considerado a M. arginini como un micoplasma apatégeno para el ganado caprino, pero
recientemente ha sido descrito un brote de neumonia caprina en Brasil con una mortalidad del
20% en el que se aislaron M. arginini y M. ovipneumoniae de pulmén, siendo segim los autores
el primer caso de neumonia caprina debida a M. arginini en Brasil (Gomes y cols., 1994).
Creemos que las lesiones observadas en nuestro caso (neumonia enzodtica y bronconeumonia
purulenta) pueden deberse al sinergismo con otros microorgani::” i _multocida y
CAR-bacillus, que fieron demostrados mediante técnicas inmus:. . 2'0 285 ¢ histoquimicas

respectivamente.

En un 15% de los cabritos estudiados se aislé de pulmén un micoplasma que mostrd
un crecimiento muy lento en los medios de cultivo utilizados, hidroliz6 la arginina siendo
negativas el resto de las pruebas de identificacion bioquimica, asi como también lo fue a las
pruebas serologicas de identificacion, después de emplear todos los sueros anti-micoplasmas
caprinos de que disponiamos. Este micoplasma ha quedado referenciado en nuestro trabajo
como M. spp., siendo necesario el empleo de otros métodos de identificacién que nos permitan

finalmente caracterizarlo.

Todos los cabritos que mostraron artritis (21%) fueron positivos al aislamiento de
micoplasmas en pulmoén y/o bazo. A partir del pulmén de estos animales se aislaron MmmI.C,

M. putrefaciens y M. agalactiae, mientras que M. capricolum subsp. capricolum fue aislado a
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partir del bazo de uno de ellos. No se cultivaron muestras de las articulaciones, con lo que nos
es imposible determinar con certeza si estos micoplasmas participaron en la lesion, si bien es
lo mis probable dado el tropismo de estos microorganismos por esta region anatomica
(Damassa y cols., 1987b). Por otra parte, el no aislamiento de micoplasmas a partir de la sangre
de estos animales, impide establecer con certeza la posibilidad de una septicemia como causa
de 1a artritis, mecanismo patogénico ya sefialado por otros autores (DaMassa y cols., 1987b;
Blood y cols., 1988; DaMassa y cols., 1992; Rodriguez y cols., 1994). Sin embargo, podria
deberse a una fase septicémica transitoria (Howard y Taylor, 1985), lo que justifica la
importancia de este tipo de mecanismo patogénico en las micoplasmosis caprinas.

En el caso de las cabras adultas, sélo un 6% fueron positivas al aislamiento de
micoplasmas en pulmén, no pudiendo determinar la especie en ninguno de los casos, quedando
referenciado como M. spp. Este micoplasma presenté en todos los casos ‘idénticas
caracteristicas de crecimiento y perfil bioquimico que las descritas anteriormente para el M.
spp. aislado en cabritos, resultando igualmente negativas las pruebas serologicas de

identificacion.

También se aislaron a partir de otros 6rganos M. agalactiae (bazo y ganglio),

Ureaplasma spp. (bazo) y M. putrefaciens (bazo y utero). En un brote de v+ " -+ axtritis en
un rebaiio de 700 cabras en California, M. putrefaciens fue aislado d<” - . © “Lombra
adulta (DaMassa y cols., 1987a). Estos mismos autores también descri-. . -, «uaiento de

M. putrefaciens a partir de otros tejidos y fluidos por primera vez, tales ¢..... - .crebro, rifion,
pulmén, ganglios linfaticos y orina. Rodriguez y cols. (1994) describieron el aisiamiento de M.
putrefaciens a partir de sangre, triquea y liquido sinovial de cabritos con poliartritis. Sin
embargo, no existe en la bibliografia ninguna referencia sobre el aislamiento de este micoplasma
en bazo, lo que indica su llegada sanguinea (septicemia transitoria), poniendo de manifiesto la
necesidad de estudios complementarios que permitan establecer la patogenicidad real de M.

putrefaciens en el ganado caprino.

No se aislaron micoplasmas a partir de la sangre de ninguno de los 83 animales
estudiados. Diversos autores hacen referencia al curso agudo de z!-nnas de las infecciones
producidas por micoplasmas pertenecientes al grupo M. mycoids: - . - udose detectar en
estos casos una fase septicémica generalmente de corta duracion (. -iisssay cols., 1983a;
Jones, 1989; DaMassa y cols., 1992; Rodriguez, 1993). Las fo:.css cronmicas de estas
infecciones micoplasmicas suelen ser asepticémicas, no detectandose micoplasmas en sangre
(Perreau, 1979b; DaMassa y cols., 1986). El dltimo brote de pleuroneumonia en esta
explotacion habia tenido lugar siete meses antes del sacrificio, realizandose éste en un periodo
en el que no observamos enfermedad micoplésmica aguda en ninguno de los animales
necropsiados. En los animales adultos, el bajo nimero de micoplasmas patogenos aislados, asi
como la menor intensidad de las lesiones observadas, justifican estos resultados. En los
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cabritos, dado el mayor nimero de aislamientos de micoplasmas junto con el alto porcentaje
de animales con lesiones pulmonares, los resultados microbioldgicos negativos en sangre
podrian justificarse por la septicemia de caricter transitorio descrita por Howard y Taylor
(1985), siendo en estos animales en los que persistieron los micoplasmas patégenos Mmc y
MmmLC causantes de los brotes previos de pleuroneumonia descritos en esta explotacion.

_ En el 15% de los cabritos estudiados se aislé Pasteurella multocida a partir de muestras
del parénquima pulmonar. Aunque se cita en la bibliografia una mayor prevalencia de P,
‘haemolytica en los pequefios rumiantes (Carter, 1967; Gilmour, 1980; Baysal y Guler, 1992;
Sanchis y Abadie, 1992), todos los aislamientos que obtuvimos fueron identificados como P.
mmltocida. Fn estudios llevados a cabo por otros autores también se sefialan un mayor nimero
de aislamientos de P, multocida (Sharma y cols., 1989; Upadhyaya y Rahman, 1993; Viera y
cols., 1993). En todos los cabritos de nuestro trabajo P, multocida estuvo asociada con el
aislamiento de otros microorganismos, como M. putrefaciens, M. agalactiac, Mmc, M., spp.,
o con la demostracion histoquimica de CAR-bacillus en bronquios. 1as infecciones dobles,
Mycoplasma spp. mas Pasteurella spp. han sido descritas por otros zutores (Jones y cols,,
1978; Davies y cols., 1981; Doutre y Perreau, 1983a; Rodriguez, 1995), no habiendo sido
referenciada hasta el momento una infeccién doble Pasteurella spp. mas CAR-bacillus. Jones
y cols. (1978) describen una infeccién conjunta de M, ovipneumoniae y P, haemolytica en
ganado ovino que indujo una neumonia crénica acompatiada, en algunos casos, de pleuritis.
Nuestros resultados parecen indicar, al igual que lo sefialado por otros autores (Doutre y

Perreau, 1983a) que las neumonias en las que se aisla Pasteurella spp. se deben a la-

complicacién por otros microrganismos. El no aislamiento de Pasteurella spp. en los animales
adultos necropsiados, en los que solamente fue aislado M.spp. en un bajo porcentaje (6%)
parece confirmar esta hipotesis.

Numerosos autores han empleado técnicas inmunocitoquizzi. ~~  i2jidos fijados
con el fin de detectar antigenos micoplismicos (Hill, 1978; Polak-Vogeiza:.ag y cols., 1978;
Martin de las Mulas y cols., 1990; Rodriguez, 1993; Scanziani y cols., 1994), llegando a
hipotetizar, en algunos casos, la posibilidad de diferenciar micoplzsmas "m situ”, lo que
obviaria problemas en el clonaje cuando coexisten micoplasmas cou diferente velocidad de
crecimiento (Martin de las Mulas, 1990). En nuestro estudio, un 27% de los cabritos mostraron
inmunorreaccion positiva frente a M. mycoides, caracterizada por su aspecto puntiforme,
generalmente en el citoplasma de neutréfilos y macréfagos, y también en el borde apical de
células epiteliales descamadas al igual que lo descrito por otros autores (Rodriguez, 1993;
Scanziani y cols., 1994). Sélamente una cabra adulta presenté inmunorreaccién positiva frente

a M. mycoides,

Todos los animales de los que se aislé M. mycoides mostraron inmunorreaccion
positiva frente a estos micoplasmas en pulmon, con las caracteristicas morfologicas sefialadas
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anteriormente. En otros 5 animales con inmunorreaccion positiva frente a M. mycoides se
aislaron diferentes especies de micoplasmas, como M. putrefaciens, M. agalactiae y M. spp.,
mientras que en un animal inmunohistoquimicamente positivo no fue aislado ningiin
micoplasma. Estos resultados se asemejan en algunos aspectos a los descritos por Scanziani
y cols. (1994) en un estudio sobre la utilidad de las técnicas inmunohistoquimicas en el
diagnéstico de la Perineumonia Contagiosa Bovina (PNCB). Estos autores sefialan que sobre
un total de 82 animales con PNCB se detectd antigeno de M, mycoides en 16 casos
microbiologicamente negativos, mientras que M, mycoides nunca se aislé de pulmones
inmunohistoquimicamente negativos, destacando por tanto la mayor sensibilidad de estos
métodos frente al aislamiento microbiologico (Scanziani y cols., 1994). Nuestros resultados
indican también una mayor sensibilidad de las técnicas de deteccion inmunohistologica de

antigenos micoplasmicos frente al aislamiento microbiologico.

Por otro lado, los 2 animales inmumohistoquimicamente positivos frente a M, mycoides
en los que se habia aislado M. putrefaciens mostraron una inmunorreaccion muy intensa al
utilizar el suero anti-M. putrefaciens. La inmunorreaccion frente a M, mycoides en estos casos
podria deberse por tanto a reacciones cruzadas entre estos dos micoplasmas. Sin embargo no
se han descrito reacciones cruzadas entre M. mycoides y M, putrefaciens. Otra posibilidad,
pensamos que mas probable, es que en estos animales las dificultades ictrinsecas del aislamiento
microbiolégico hubieran impedido el aislamiento de MmmLC lo que confirmaria la mayor
sensibilidad de los métodos inmunohistologicos (Scanziani y cols., 1994).

La deteccién de antigeno de P, multocida en tejidos fijados ha demostrado, en base a
nuestros resultados, una mayor sensibilidad que el aislamiento microbiologico ya que un 21%
de los cabritos y un 8% de las cabras adultas mostraron inmunorreaccién positiva, frente a los

porcentajes de aislamiento del 15% y 0% respectivamente.

Jones y Wood (1988), en un estudio serologico sobre 422 cabras adultas, mediante
hemoaglutinacion indirecta, encontraron que el 7% de los sueros tenian anticuerpos frente a
Mg, el 2,6% frente a M. biotipo F-38 (actual M., capricolum subsp. caprip neumoniae) y el
3,6% frente a ambos microrganismos. Ghosh y cols. (1989) detectaron anticuerpos frente a
Mmc en el 26% de las 135 cabras adultas estudiadas. Bloch y Diallo (1991) hallaron en un
estudio similar que el 2,3% de los 704 animales estudiados mediante el test de fijacion del
complemento poseian anticuerpos frente a M. F-38. Nuestro estudio serologico frente a
Mmml C llevado a cabo en 192 sueros (33 cabritos y 159 cabras adultas) demostrd la escasa
respuesta humoral por parte de los animales mas jévenes (0%) mientras que un 12% de las
cabras adultas presentaron titulos significativos de anticuerpos frente a este microrganismo, lo
que contrasta con un considerable nimero de aislamientos. Esto indica el interés de los

mecanismos de persistencia de estos micoplasmas con un importante potencial patégeno, como
se venia demostrando en esta explotacion (Rodriguez, 1993).
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Numerosos autores han sefialado la variabilidad del poder inmundgeno entre las
diferentes especies y cepas de micoplasmas (Cassel y cols., 1985; Howard y Taylor, 1985;
Poveda, 1988; Ross y Young, 1993). Por otra parte, los micoplasmas mas patogenos eluden
la respuesta inmunitaria del hospedador mediante fenomenos de tolerancia al estimmlarse
preferentemente los linfocitos T supresores (Cassel y cols., 1985). Este hecho podria
considerarse en los animales adultos, asi como en los jovenes la edad y sus condiciones de
manejo para explicar los resultados serologicos encontrados. En el caso particular de las cabras
adultas, dado que la mayoria de los animales serologicamente positivos no fueron
necropsiados, nos resulta dificil establecer con certeza una relacién seropositividad/infeccién,
si bien cabria esperar una baja tasa de infeccion en base a los resultados obtenidos en el resto
del rebafio necropsiado, teniendo en cuenta que el ultimo brote de la enfermedad tuvo lugar
7 meses antes del momento del sacrificio. Todo ello indica una proteccién escasa en el ganado
adulto, predisponiéndolo a la infeccién por cepas de micoplasmas reactivadas o nuevas que

entren en la granja.

En cuanto a la metodologia empleada y con el fin de explicar el bajo nimero de
animales positivos hallado mediante la técnica de Blocking ELISA, se realizaron algunas
pruebas control mediante Western Blot, llegando a la conclusion de que, o bien el epitopo
reconocido por el anticuerpo monoclonal 4F10B2 frente a MmmLC no es inmunodominante,
o bien no pertenece al repertorio inmunolégico de todos los animales. Estos resultados
limitarian, por tanto, el uso de este anticuerpo monoclonal en cualquier test serologico, aunque
podria ser usado para la deteccion de antigeno (Thiaucourt, 1994, comunicacion personal).

En cuanto a los datos hematoldgicos del colectivo de animales necropsiados no
observamos cambios significativos con respecto a la normalidad en los distintos parametros
analizados. Los datos hematolégicos aportados por otros autores en el caso de infecciones
micoplasmicas han sido muy variables. Asi, en una inoculacién experimental con Mmgc
desarrollada por Alafiatayo y cols. (1990) se demostrd durante la fase aguda una significativa
leucocitosis debida a una neutrofilia con regeneracion a la izquierda, mientras que las cabras
que sobrevivieron presentaron valores normales después de la segunda semana tras la infeccién.
Tampoco observaron cambios significativos en el recuento eritrocitario, concentracién de
hemoglobina y volumen corpuscular medio. En el caso de infecciones por MmmI.C, East y
cols. (1983) y Nayak y Bhowmik (1983) también describen una neutrofilia en la fase aguda y
una leucopenia y neutropenia en la fase cronica de la enfermedad. Finalmente, en infecciones
mixtas por Mmc y MmmLC no se hallaron cambios significativos en la formula leucocitaria
(Ojo, 1976b). El caracter eminentemente crénico-subclinico de la infeccion micoplasmica en
1a explotacién objeto de estudio justifica por tanto los resultados hematologicos obtenidos no
confiriendo un valor indicador de la infeccion. ‘
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Conclusiones



PRIMERA.- Un 82% de los animales jovenes y un 35% de los adultos presentaron
lesiones pulmonares. Estas lesiones consistieron fundamentalmente en una neumonia
broncointersticial con linfoproliferaciones a nivel peribronquial y peribronquiolar, lesiones que
encuadramos dentro de la denominacién de neumonia enzoética.

SEGUNDA.- En los cabritos estudiados se aislaron de pulmén M. mycoides (MmmI.C
y Mmc) (12%), M. putrefaciens (21%), M. agalactiae (9%), M. arginini (3%), M. spp. (15%)
y Pasteurella multocida (15%). Los aislamientos microbiologicos (o demostracion histoquimica
en el caso de CAR-bacillus) a partir de los pulmones de cabritos con lesiones de neumonia
enzootica demuestran que son los micoplasmas los microrganismos mas frecuentemente
aislados de este tipo de lesion (46%), solos o en asociacion con otros microorganismos tales
como Pasteurella multocida (18%) y/o CAR-bacillus (25%).

TERCERA.- En el 6% de las cabras adultas estudiadas se aislé de pulmon M. spp. Los
aislamientos microbiologicos (0 demostracion histoquimica en el caso de CAR-bacillus) a partir
de los pulmones de cabras adultas afectadas de neumonia enzoética demuestran que M, spp.
estuvo asociado con estas lesiones en un 12% de los casos, mientras que CAR-bacillus estuvo

presente en el 45% de los pulmones con neumonia enzodtica.

CUARTA.- El estudio inmunohistologico demostr6é una mayor sensibilidad de las
técnicas inmunohistoquimicas frente al aislamiento microbioldgico. Asi, un 27% de los cabritos
estudiados y un 2% de las cabras adultas mostraron inmunorreaccion positiva frente a M.
mycoides. Un 21% de los cabritos y un 8% de los animales adultos evidenciaron positividad

~ frente a Pasteurella multocida.
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QUINTA.- CAR-bacillus estuvo presente en el epitelio respiratorio ciliado de los
cabritos (24%) y cabras adultas (28%). En el 14% de los cabritos con neumonia enzodtica y

en el 39% de las cabras adultas con esta misma lesion pulmonar CAR-bacillus fue el unico

microorganismo asociado con la lesion.

SEXTA.- Los resultados microbiologicos, inmunohistologicos y serolégicos indican
la pasajera proteccion humoral y la predisposicién de este rebafio a padecer infecciones
virulentas por MmmLC y Mmg persistentes en los animales mas jovenes del colectivo.
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Resumen



En el presente trabajo se ha realizado un estudio histolégico, inmunohistolégico y
microbiolégico del aparato respiratorio de 83 animales sacrificados (33 cabritos y 50 cabras
adultas) pertenecientes a un rebafio con antecedentes de pleuroneumonia caprina causada por
micoplasmas del grupo M, mycoides y que fue sacrificado en su totalidad.

Un 82% de los animales jovenes y un 35% de los adultos presentaron lesiones
pulmonares. Estas lesiones consistieron fundamentalmente en una neumonia broncointersticial
con linfoproliferaciones a nivel peribronquial y peribronquiolar, lesiones que encuadramos

dentro de 1a denominacién de neumonia enzodtica.

En los cabritos estudiados se aislaron de pulmén M, mycoides (MmmI.C y Mmc)
(12%), M. putrefaciens (21%), M. agalactiae (9%), M._arginini 3%), M.spp. (15%) y
Pasteurella multocida (15%), siendo los micoplasmas los micre- .. :ixmos asociados en un
mayor porcentaje con las lesiones de neumonia enzodtica. M. s iite aislado de un 6% de
animales adultos. Por otra parte, este trabajo constituye la primera referencia de M.
putrefaciens asociado a lesiones pulmonares. Los resultados del estudio microbiologico
demuestran que los cabritos constituyeron la principal fuente de MmmI.C y Mmc, micoplasmas
causantes de los brotes previos de pleuroneumonia caprina en este rebaiio.

El estudio inmunohistologico demostré una mayor sensibilidad de las técnicas
inmunohistoquimicas frente al aislamiento microbiologico. Asi, uz: 27% de los cabritos y un 2%
de las cabras adultas mostraron inmunorreaccion positiva frente a M. mycoides. Un 21% de
los cabritos y un 8% de los animales adultos evidenciaron positividad frente a Pasteurella

 multocida,

Por otra parte, se demostro la presencia de CAR-bacillus en el epitelio respiratorio
ciliado de cabritos (24%) y cabras adultas (28%), constituyendo la primera referencia de este
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microorganismo en el aparato respiratorio de estas ultimas. También se asocia, por primera
vez, la presencia de CAR-bacillus a nivel del epitelio bronquial con lesiones de neumonia
enzodtica en caprino, asi como la asociacion de CAR-bacillus a una traqueitis
linfoplasmocitaria de moderada a grave muy caracteristica.

El estudio serologico frente a MmmIC llevado a cabo en 192 animales (33 cabritos y
159 cabras adultas) demostré la escasa respuesta humoral por parte de los animales mas
jovenes (0%), mientras que el 12% de las cabras adultas presentaron titulos significativos de
anticuerpos, no habiéndose aislado de estos animales ningin micoplasma del grupo M,

mycoides.
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In the present work we have carried out a histological, immunohistological and
microbiological study on the respiratory system of 83 goats (33 kids anc 30 adults) belonging
to a herd with a background of caprine pleuropneumoniae caused by - - - *.<mas belonging
to the M., mycoides cluster. All animals of the herd were euthanize

goats. These lesions were characterized by a bronchointerstitial pneumonia accompanied by
peribronchial and peribronchiolar lymphoid cuffing, being included under the denomination of

enzootic pneumonia.

The percentage frequency of isolation of different microorganisms from the lungs of
the kids was as follows: M, mycoides (MmmL.C and Mmg) (12%), M. putrefaciens (21%), M.
agalactiae (9%), M. arginini (3%), M. spp. (15%) and Pastenrella multocida (15%).
Mycoplasmas were highest associated to the lesions of enzootic ;. :::nonia. M., spp. was
isolated from 6% of adult goats. This work is the first reference of !, putrefaciens associated
with pulmonary lesions . Microbiological results showed that the kids were the man source
of MmmLC and Mmc, mycoplasmas causing of the previous outbreaks of caprine
pleuropneumonia in this herd.

Compared with the microbiological culture, sensitivity of the immunohistochemical
techniques was higher, detecting M. mycoides antigen in 27% of the !i:!s studied and 2% of
the adult goats, and Pasteurella multocida antigen in 21% of the ki¢. - %% of the goats.

On the other hand, CAR-bacillus was detected between the ciiia on respiratory
epithelium, being the first reference of this microorganism in the respiratory tract of adult
goats. It is described for the first time the association between CAR-bacillus on the bronchial
epithelium and lesions of enzootic pneumonia . Also, the association of CAR-bacillus with a
very characteristic mild to severe lymphoplasmocytic tracheitis.
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The serological study for MmmE.C included 192 animals (33 kids and 159 adult goats)
and showed a weak humoral response of the kids (0%). Antibody titres against Mmml C were
detected in 12% of the goats, but no mycoplasmas belonging to the M, mycoides cluster were
isolated from these animals.
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