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Ihrante la 62a Asamblea General de la Oficma Internacional de Epizootías (OIE) 

cdebrada en París del í6 ai 20 de Mayo de i994 se anaiizó ei impacto socioeconómico de ias 

infecciones por micoplasmas en el ganado bovino, ovino y caprino, considerándose éste muy 

importante a nivel mundiaL En particular se consideró que enfermedades como la 

pleuroneumonía contagiosa bovina, la pleuroneumonía contagiosa caprina y la agalaxia de los 

pequeños rumiantes y los bovinos, causadas por diferentes especies de micoplasmas, debían 

eshidiarse con especial interés, así como controlarse de una manera eficaz mediante sistemas 

de diagnóstico y vigiiancia epidemiológica apropiados. Igualmente la OIE recomendó priorizar 

la investigación sobre las micoplasmosis infecciosas en el ganado bol..jnn, ovino y caprino con 

el ñn de desarrollar nuevos, eficaces y accesiiles métodos de diagn,<;ko para estos agentes 

infecciosos. (Resohición OIE no XI, 1994). 

En efecto, las infecciones por micoplasmas en el ganado caprino son responsables de 

importantes pQdidas economicas en países dei continente Atncano, países europeos ciei área 

Mediterránea, Estados Unidos y la India. La diñcultad que presentan algunos micoplasmas 

patógenos para su aislamiento e identificación, los distintos cuadros clínicos y lesionales 

fácilmente atribuibles a otros microorganismos, y la falta de un conocimiento profiindo 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 bibliografk. 

En el año 1991 se constituyó un grupo de mvestigación en la Facultad de Veterinaria de 

la Universidad de Las ~alÍnas de Gran Canaria, - . en colaboración con otras Facultades y centros 

de mvestigación nacionales y extranjeros. Esta colaboración se ha concretado en una acción 

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 ia patoiogía provocada por micopiasmas Se1 grupo Níycopiasma mycoiáes en el ganado 



caprino. Nuestros trabajos se iniciaron a raíz de un brote de Pleuroneumonía Caprina en un 

rebaño de 700 animales de raza autóctona canaria, entre los meses de Septiembre y Diciembre 

de 1990, y localizado en el municipio de San Nicolás de Tolentino en la isla de Gran Canaria. 
T nr.+anaAan+an nlL:nr in  dal nrildn+L., nGnlnf .., -,L-d:-:1-1 ,~,-:---1 3 L- 1- - 
&UD LIL~LGWGUGULGD u-WUD UGI WVLGWLIVV wuamuau uua ~GIIUUIWU~IU GSL~IUUI.U~, U U I ~ ~ ~ ~ L G  10s 

meses de otoño e invierno desde la primera aparición de la enfermedad en 1985, en la que la 

mortalidad alcanzó el 50% del rebaño. En años sucesivos, la mortalidad se mantuvo alta y 

cuando se produjo el nuevo brote de Pleuroneumonía en 1990 se iniciaron los primeros 

trabajos anatomopatológicos y microbiológicos con la finalidad de determinar los agentes 

causales de la enfermedad. 

Fruto de estos estudios se presentó la Tesis Doctoral "Estudio Estructural y 

Uhraestnictural de las Lesiones Pulmonares Inducidas por la Infección Natural y Experimental 

de Micoplasmas del Grupo M. Mycoides (Aislados en Gran Canaria)" (Rodríguez, 1993). 

Dicho trabajo demostró la participación de M. mvcoides subsp. capri ( M ~ G )  en el brote de 

Pleuroneumonía Caprina, constituyendo la primera referencia de esta especie en España, y el 
-:-I--:-~- 3 - a n  :J-- --L- ---.--!A-- r ---- A-*-  .- t n m . .  ..T n\ . . d i ~ d i ~ ~ í i ~ u  UG IVL mv~uiu~q ~uutip. ~ i u ~ s  ~ a r ~ e  ~uionv ( ~ v r m m ~ ~ )  por primera vez en las 

a 
Islas Canarias, lo que coníirmó la amplia difusión de este microorganismo (Villalba y cols., = 

m 
O 

1992). - 

0 m 

En cuanto al estudio de la patogenia de la enfermedad se concluyó que la adhesión de los 

micoplasmas a los d ios  de las células epiteliales del tracto respiratorio es determinante para n 

E 

el inicio, desarrollo y persistencia de la infección micoplásmica, siendo la lesión a 

n 

bronconeumónica la fase previa para el desarrollo de la Pleuroneumonía. La aparición de los n 

focos de necrosis, la lesión de los septos interlobulillares y de la pleura, el aumento de los 3 O 

micoplasmas extracehilares y la vehiculación y multiplicación de los mismos en sangre son las 

características morfológicas, inrminohistológicas y microbiológicas más importantes en la fase 

patogénica intermedia de la enfermedad. La fase patogénica final de la enfermedad está 

por la ~ a t ~ e f i e s t e  , ,&& la responsable de ap&ión de cua&os 

clínico-lesionales adicionales no respiratorios. 

El estudio experimental demostró que la reproducción de las lesiones pleuroneumónicas 

fue posible únicamente al inocular simultáneamente ambos micoplasmas (Mmc y MmmLC) 

por vía mtratraqueal en cabritos de siete días de edad, mientras que en cabritos de tres a cuatro 

meses de edad sólo se desarrollaron lesiones bronconeumónicas, lo que conñrmó que la vía de 

inoculación, la dosis, la edad, el sistema inmune, el estado fisiológico del animal, y el 

sinergismo patogénico son factores determinantes en el desarrollo de la enfermedad aguda. 

Dadas las cuantiosas y continuas pérdidas económicas que sufna la citada explotación, con 

sucesivos brotes de Pleuroneumonía cada otoño-invierno que afectaban a un alto número de 

animales constituyendo un pesado lastre para la rentabilidad de la misma, la Consejería de 



Agricultura del Gobierno Autónomo Canario, a petición de los propietarios, decidió practicar 

un vaciado sanitario de la explotación mediante el sacxiñcio de los casi 1000 animales de que 

constaba la granja. El sacrificio se llevó a cabo en Septiembre de 1993 por técnicos veterinarios 
de ia Consejeh de AFiC-dtUiuia cobboiaGi& cuii Ius ~c&rus dd de 

Investigación en Micoplasmosk Animales (GIMA) de la Facultad de Veterinaria de la ULPGC. 

Un 10% de los animales sacrificados, elegidos entre los que presentaban de ligera a grave 

shtomatología respiratoria, han sido el objeto de estudio y la base del trabajo desarrollado 8i' 
la presente Tesis Doctoral. 

Sobre estosdatos y con la ñnalidad básica de mejorar el conocimiento sobre la persistencia 

de la sección de especies de M. mycoides en el ganado caprino de esta explotación, se 

establecieron los objetivos de la presente Tesis Doctoral: 

1.- Estudio microbiológico de los animales sacrificados, con especial atención al aparato 

respiratorio. 

2.- Estudio histológico del aparato respiratorio de los animales sadcados.  

o 
n 

E 
a 

3.- Detección inmunohistológica de micoplasmas en el aparato respiratorio de los animales 
n n 
- 

sacrificados. 





- 
2.1 MICOPLASMAS Y MICOPLASMOSIS 

o 

2.1.1 Micoplasmas. 

La Ultima revisión taxonórnica de la clase MOUICUTES corresponde a la realizada por 

Tully y cols. en 1993. Según esta clasificación se distinguen cuatro órdenes dentro de la clase 
MOiJIC-u-IbS. Ei orden I MYYCOUSmTA¿ES, con una fica Famijia 

(MYCOPLASMATACEAE) y dos Géneros (MYCOPLASMA y UREAPLASMA) engloba 

aquellos mollicutes dependientes de esteroles y asociados a vertebrados. El orden Ií 
ENTOMOPLASMATALES agrupa a mollicutes no helicoidales (Fam. 

ENTOMOPLASMATACEAE, Géneros ENTOMOPLASMA y MESOPLASMA) y 

helicoidales (Fam. SPIROPLASMATACEAE, Gén. SPIROPLASMA) de insectos y plantas. 

El orden III ' 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. 



Los miembros de la clase Mollicutes son procariotas de pequeño tamaño, 
microscópicamente visibles y desprovistos de pared celular, por lo que son organismos muy 

pleomórñcos con formas esféricas, cocoideas, filamentosas o filamentosas helicoidales. Están 

envueitos soiamente por una membrana piasmática triiaminar con proteínas y una aita 

proporción de lípidos, siendo mcapaces de sintetizar pcptidoglucanos (Topley y Wilson's, 

1990). 

Los micoplasmas poseen un diámetro medio de 300 a 800 nm, pudiendo atravesar filtros 
- .  

entre 220 y 450 nm. Sin embargo, las formas visiiles más pequeñas tienen aproximadamente 

300 nm. No poseen flagelos ni microvellosidades, pero algunos de eilos son móviles. Los 

micoplasmas son Gram (-), se colorean mal con otras técnicas rutmarias de tinción de bacterias, 

pero sí 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 

la lisozima y son sensibles a la lisis por shock osmótico, detergentes, alcoholes y anticuerpos 

específicos 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 adición de sueros de 

diferentes especies animales), y precursores de ácidos nucleicos. Cuando se cultivan en medios 

líquidos crecen produciendo un ligero enturbiamiento, siendo en los medios sólidos donde se 
aprecian características culturales evidentes. Así, las colonias que aparece2 es;; iw mismos son 

pequeñas, de 0,l a 1 mm de diámetro, teniendo tendencia a crecer y yx; .- . : k L ~ O  el medio, 

con la característica apariencia de "huevo fiito", en la mayoría de las eqccirs cuando se 

cultivan en condiciones normales. 

Además de las pruebas bioquímicas, los mejores métodos para la identificación de los 

micoplasmas son la inhibición de crecimiento y la inhiiición del me:aholismo, así como la 

utiíi7acih de L técnica de inmunofluorescencia directa o mdirecta sobre colonias utilizando 

sueros específicos anti-micoplasmas (Picavet, 1991). En los Últimos años se han desarrollado 

técnicas diagnósticas basadas en el empleo de anticuerpos monodonales (Guerin y cols., 1993; 

y 1994; pirLüm< y cG!s., !??o) y hasudas t&hca,n .? - kiy!yp& m!eclh 

como PCR (Polymerase Chain Reaction) (Brandao y cols., 1993; i1  y cols., 1992 y 

1994a,b; Hotzel y cols., 1994; Johansson y cols., 1994; Nicholas y r, i 304). 

Mediante microscopía electrónica se observa una membrana celular trilaminar, 

característica de todos los miembros de la clase Mollicutes, de 7.5-10 nm de grosor y una 
lámina intermedia menos electrodensa que las mtema y externa. Periféricamente, no poseen 

pared rígida pero sí se ha demostrado en ciertos micoplasmas la presencia de una especie de 
"cápsula" compuesta por hidratos de carbono y glucolípidos de gran importancia en los 

mecanismos patogénicos de estos microorganismos (Topley y Wilson's. 1990). 



El interior de los micoplasmas está 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. 

En 1990, Topley y Wilson's describieron 77 especies de micoplasmas, 28 de eiias 

patógenas 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 típicos ejemplos de enfermedades multifactoriaíes, en las que 

factores tales como la existencia de inrkcciones mterc-mentes, la ccui~~ritiuc%z gm&a del 
individuo, el manejo, las condiciones climáticas adversas, la edad, el hacmarniento, etc., juegan a 

- 
un papel det 

m 

errninante en el inicio y desarroíio de la enfermedad (Lefme y cols., 198%; Jones, o 

- 

1989; DaMassa y cols., 1992). 
0 
m 

- 
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El poder patógeno de las difaentes especies de micoplasmas es muy variable, pudiéndose : 
E 

distinguir entre micoplasmas responsables de producir entidades patológicas calificadas como a 

micoplasmosis mayores, como la Perineumonía Contagiosa Bovina (PNCB), micoplasmosis n n 

n 

oportunistas y micoplasmosis saprofiticas A (Perreau, 1979b). Las especies de micoplasmas 5 O 

patógenos muestran una alta especificidad por su hospedador, que puede estar basada en 

factores de colonización específicos proporcionados por el propio hospedador. Así, los 

receptores son necesarios para la adhesión a la membrana celular de M. pneumoniae o de 

gallise~ticum (Gourlay y Howard, 1982 j. 

Las enfermedades causadas por micoplasmas pueden ser divididas, según Rosendd 

(?988), a: 

- 1.- Enfermedades en las cuales la septicemia es la característica más importante. 

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

de la localización e inflamación de las serosas y/o las articulaciones. 
- - 

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

sistema u órgano. 



Entre las enfermedades de este tercer grupo citaremos a continuación algunas de las más 

frecuentes en relación 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 mtentos de reproducir la enfermedad han sido en muchos casos no concluyentes. 

Esto parece deberse, fundamentalmente, a las dificultades que presenta el pulmón para la 

reproducción de enfermedades experimentales (Blood y cols., 1988). 

M. mycoides subespecie mvcoides (Shorí Colony) "MmmSC" causa la Perineumonía 

Contagiosa Boviaa (PNCB). Ésta es la enfermedad más grave causada por microorganismos 

del género Mvcoglasma en bovinos. Se caracteriza por ser altamente contagiosa y cursa con 

una pieuroneum~nía fibrinosa mortal en muchos casos. Además, este micoplasma puede dar 

lugar a artritis sipticas con o sin iesiones puímonares en terneros de edad hreriur ii ks sei  
a 

semanas (Blood y cols., 1988). - 
m 
O 

M. ovipneumoniae ha sido aislado tanto de lesiones neumónicas como de pulmones y - O m 

E 
tráquea de ovinos y caprinos completamente normales. Tradicionalmente, y junto a la O 

Pasteurella haemolvticq biotipo A, se ha asociado a una neumonía intersticial crónica o n 

E 

neumonía atípica de los corderos. (Blood y cols., 1988). La infección experimental en ovejas a 

n 

por vía intravenosa o aerógena, induce una neumonía mtersticial similar a la observada en los n n 

casos naturales (DaMassa y cols., 1992). En este sentido, Mohan y Obwolo (1990) también 3 O 

observaron una neumonía mtersticial en ovejas y cabras inoculadas eqerimentalmente con M 
ovipneumoniae. 

M. hy~~neunoniae es el agente etiológico primario de la Neumonía Enzoótica Porcina 

(NEP) (Switzer, 1967). Ésta es una enfermedad muy contagiosa que se manifiesta clinicamente 

por signos respiratorios moderados y por una disminución en el índice de crecimiento y 

m p d e .  mnprt~l!~,nmmte, la lesi& se corresponde con una neumonía broncointersticial 

crónica. M. hvorhinis también ha sido aislado de brotes neumonicos, pero se considera un 

patógeno secundario, que normalmente complica cuadros causados por otros 
microorgkos ,  como M. hvopneumoniae. 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, 198 1). 



M. pnewnoniae es el agente causal de la Neumonía Atípica Primaria (NAP) en la especie 

humana, afectando principalmente a niños y jóvenes. Las lesiones, normalmente nodulares, 

afectan a uno de los lóbulos infixiores, en los que microscópicamente se observa una neumonía 

htersticial junto a una bronq& &scmikva y -mg biGqdG&& y YmJe, IGEg). 

2.1.2.2 Enfermeciades de lar 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 jóvenes, M, 
. . hyosynoviae, agente causal de una artritis no purulenta en cerdos en crecimiento, M. h v o r h ,  

que produce artritis y poliserositis predominantemente en cerdos jóvenes, M. aaalactiae, el cual 

se localiza frecuentemente en articulaciones produciendo un poliartriiis serosa, y M- 

subsp. capricolum, especialmente patógeno en el ganado capens, aunque también ha sido 

descrito en ovhos y bovinos. Este micopiasma posee un c h  Üüpism wúb&-, eaümdo Uua 

poliartritis fibrinopudenta. En inoculaciones experimentales por vía parent eral u oral causa 

una enfermedad sobreaguda o aguda, con septicemia y posterior artritis, afectando en menor 

grado al pulmón, la mama y el ojo. M. putrefaciens también se >e observado en artritis en 

cabritos (DaMassa y cols.,1987b; Blood y cols., 1988; DaMassa y cols., 1992; Rodnguez y 

cols., 1994). 

2.1.2.3 Enfermedades del aparato genital y glándula mamaria. 

Mycoplasma bovis, hasta hace poco conocido como M. agalactiae subsp. bovis, es la 

causa más frecuente de mamitis micoplásmica en ganado vacuno - - b necesarios muy pocos 

microorganismos para reproducir experimentalmente la dir0 .Y de curso rápido 

con mflamación de la mama y aumento en el recuento de cé!rr, * <- . ie .  Además, puede 

cmsar ~.~&.w~gki?ic ,  endornetritis y salpingitis en bovinos, i. *, 3 ,  y c~yrinos. (DaMassa y 

cols., 1992) . Ureaplasmag. produce vulvitis grandomatosa en uveja, habiéndose logrado 
la reproducción de la enfermedad de forma experimental (Blood y cols., 1988). 

- 

Magalactiae es un microorgankmo patógeno 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 día se considera erróneo por tres razones. En primer lugar, no está 

demostrado que la enfermedad sea especialmente contagiosa en cabras y ovejas adultas; en 

se-mdo lugar, no sólo se afectan las hembras; y en tercer lugar, existen otros micoplasmas, 



especialmente en el ganado caprino, que también producen agalarria (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 
. . .L.- . 
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y cols., 1992). Recientemente ha sido descrito un brote de agalaxia contagiosa caprina causado 

por M. agalactiae, constituyendo ésta la primera referencia de Sección por este 

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

M. putrefacieng se ha asociado a mamitis en caprino en California y Francia (Adler y cols., 

1980; Galliard-Penk y cols., 1985). La enfermedad se caracteriza por una elevada leucocitosis 

en leche seguida de un súbito descenso de la producción, sin existencia de otros signos clínicos. 

Unos pocos microorganismos inoculados por vía intracanalicular producen una mamitis 

p d e n t a  en animales en lactación (Brooks y cols., 198 1). 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 ei que i 5  cabritos alimentados ar.iillckhienie GOE !sehe piueedmte 

del mismo rebaño presentaron artritis fibrinopurulenta en las articulaciones carpales y tardes; 

sin embargo, no se detectó mamitis clinica en el rebaño (Rodríguez y cols., 1994). 

2.1.2.4 Enfermedades del globo ocular. 

En este grupo de enfermedades las micoplasmosis más fiecuentes son las producidas por: 

M. bovoculi, que ha sido asociado con brotes de queratoconjuntivitis en bovinos, ovinos 

y caprinos, M. aealactiae, que también puede producir queratoconjuntivitis en el ganado 

caprino y ovino y, M. coniunctivae, el cual ha sido aislado de forma única o asociado con otros 
microorganismos en queratoconjunt~tis ovinas y caphas jEg&ü, 1992). Las !e&mes 

observadas en la enfermedad natural han podido ser reproducidas experimentalmente al 

inyectar subconjuntivalmente este microorganismo (Blood y cols., 1988; DaMassa y cols., 

1992). 



Perreau (1979a y 1984) clasiñca las distintas especies de micoplasmas en tres grupos 

atendiendo a su patogenicidad. Sin embargo, indica que todas ellas pueden provocar 

infecciones asintomáticas: 

-Micoplasmas de poder patógeno indiscutible, responsables de lo que se conoce como 

micoplasmosis mayores. Entre otras, la Perineumonía Contagiosa Bovina (PNCB) y la 

Pleuroneumonía Contagiosa Caprina (PNCC) clásica y el denominadn "Síndrome de Agalaxia 

Contagiosa" de los pequeños rumiantes, las cuales han sido reproducidas sin dificultad en 

condiciones experimentales. 

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

neumonías y mamitis en d a n t e s .  
a 

-Micoplasmas saprofitos, huéspedes naturales del organismo, princ$almente de las - m 
O 

mucosas del tracto respiratorio y genital de numerosas especies animalr S, como M. a r a .  - 
0 
m 

E 

En general, los factores patogénicos de los micoplasmas residen, entre otros menos 
o 

conocidos, en su especificidad por el hospedador, en factores tóxicos, en su capacidad de n 

E 

activar el complemento, en su capacidad de activar los factores de la coagulación, y en su a 

n 

capacidad de estimular y suprimir la respuesta del sistema inmune (Gourlay y Howard, 1982). 
n 
n 
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Según Gourlay y Howard (1982), la patogenia de las micoplamosis respiratorias se puede 

dividir en las siguientes etapas: 

-Unión o adhesión de los micoplasmas a la superficie epitelial. 

-Producción de toxinas. 

-1nteracción con el sistema defensivo primario (macrófigos y neutrcitiios) y con el sistema 
inmune (celular y humoral) del hospedador. 

-Inducción de factores que esquivan la respuesta del organismo como son la síntesis de 
cápsula, la mmimosupresión y la producción o adquisición de antígenos del hospedador. 

-Inducción de una respuesta inmune específica. 



Con todo, el desarrollo o no de la enfermedad dependerá, en primer lugar, del micoplasma 

implicado y en segundo, de la especie animal afectada así como del estado del animal en el 

momento de la exposición. 

2.2.1 Factores dependientes de los micoplasmas. 

2.2.1.1 Exposición o contacto con el epitelio respiratorio. - 

Los fictores patogénicos en esta fise están relacionados con la capacidad de movimiento, 

el tamaño y la posibilidad de evitar a las sustancias micoplasmicidas. El mucus secretado por 
- las céhdas de la mucosa respiratoria posee capacidad micoplasmicida para los micoplasmas, al 

prevenir el contacto de los agentes extraños con la superficie epitelial de las vías respiratorias 

(Gourlay y Howard, 1982). 

Algunos micoplasmas patógenos del tracto respiratorio tienen la capacidad de ser 

móviles, por lo que pueden modificar su estructura citoplasmática 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 tamaño de los micoplasmas, el cual favorece su penetración a través de la 

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

1982). 

2.2.1.2 Unión 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 expulsión mediante los movimientos ciliares y/o el reflejo tusígeno. 

Estrr cqmirl_ad de unión a sus células blanco es común para todos los micoplasmas 

respiratorios patógenos y apatógenos (Gourlay y Howard, 1982). 

. - 
La capacidad de los micoplasmas para adherirse a las células eucariotas es la propiedad 

patógena mejor estudiada de los patógenos respiratorios (Rosendal, 1988). Algunos 

micoplasmas como M. y M. yallisepticum poseen una proteína de adhesión en su 

superficie mediante la cual se unen a la membrana celular de la célula huésped. La proteína 

específica ha sido identiñcada como la Proteína P1, y ha podido ser bloqueada mediante 

anticuerpos específicos, evitándose así el fenómeno de la adhesión. Los pases por medios de 

cuhivo pueden - provocar la pérdida de la capacidad de adhesión, disminuyendo de esta forma 



el poder patógeno de este microorganismo ( Taylor-Robinson y cols., 1981; Brunner y cols., 

1985). 

Igualmente, han sido descritas sustancias hbricadas por ciertos micoplasmas que permiten 

la adhesión a receptores de las células blanco (Gourlay y Howard, 1982; Topley y Wilson's, 

1990). En este sentido, otro indicador patogénico de los micoplasmas es su capacidad de 

hemadsorción, la cual ha sido obmada en 12 de los 28 micoplasmas patógenos descritos por 

Topley y Wilson's (1990), mientras que solamente 13 de las 49 especies no patógenas 

presentan esta propiedad. 

2.2.1.3 Capacidad de producción de toxinas. 

La producción de toxinas por parte de las distintas especies de micoplasmas es uno de los 

aspectos más controvertidos de la patogenicidad de los micoplasmas (Gourlay y Howard, 

1982). 

La íntima asociación entre los micoplasmas y las céldas hospedadoras permite el 

intercambio de sustancias, de ahí que cualquier sustancia tóxica producida por este 

microorganismo puede causar un efecto citopático directo sobre la célula epitelial. En este 

sentido, el único caso completamente demostrado es la neumtoxina producida por 

neuroliticwa Este micoplasma produce una prot ema de 200 kdalt cm S que induce la muerte de 

los ratones infectados a las pocas horas de su inoculación mtravernosa. También han sido 

consideradas como sustancias tóxicas, ciertos productos finales del metabolismo de los 

micoplasmas (Gourlay y Howard, 1982). 

Son ejemplos de toxicidad la toxina presente en 'la cápsula del MmmSC denominada 

cdwtano, que contiene principalmente galacto'hanosa, e induce efectos tóxicos al inocularla a--- 

a embriones de pollo, así como edema y microtrombosis pulmonar en vaca, oveja y cabra, 

jugando un papel importante en la prolongación de la micoplasmemia en el ganado vacuno 

(Uqd y cds., 197 1). 

Entre otras sustancias tóxicas también se han descrito lipoghcanos que inducen un 

sindrome febril en las infecciones por ciertos Acholeplasmas, aunque estas sustancias no se 

consideran factores patogénicos al ser apatógenos todos los Acholeplasmas conocidos 

(Gourlay y Howard, 1982). 

La cilioestasis es uno de los efectos tóxicos m á s  graves producidos por los micoplasmas. 

Un gran número de especies patógenas del aparato respiratorio poseen dicho efecto perjudicial, 

habiéndose observado pérdida de cilios y cambios citopáticos en células de tráquea cultivadas. 
* --:-- ---- -a- ma+nhAl;opm-+p I l r+Nn~ Inicialmente se pensó que los micopiasmas is;riüiri yuc x r  ~ ~ L a w u r r w c s r i i w i i - r  L. 



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 MmrnSC y Mmc se observó que éste Último produce 

efectos más intensos sobre el cultivo de células de tráquea bovina a través de la liberación de 

peróxido de hidrógeno, fenómeno que no ha sido descrito en la idección "m vivo" (Gourlay 

y Howard, - 1982; Kahane 1984). 

Con M. pneumoniae se han realizado experimentos en hámsters, observándose cambios 

citotóxicos del epitelio traqueal por la peroxidación de los Zípidos de la membrana 

citoplasmática. Este micoplasma mduce la producción de aniones superóxido que mactivan 

la enzima catalasa, que se encuentra en el epitelio, permitiendo así la actividad del peróxido de 

hidrógeno (Kahane, 1984). 

En relación a los Ureaplasmas spp,, la producción de ureasa probablemente da lugar a la 

aparición de amoníaco, lo que podría constituir un importante factor de toxicidad, si bien esto 

no ha sido demostrado feacientemente íhuriay y Howard, i9S2). 
a 

Otros micoplasmas como MmmLC producen en las infet-rime§ en caprino un efecto - 
m 
O 

citopático endotelial, pero sus mecanismos patogénicos más mtimos están aún por mvestigar 
- O m 

2.2.1.4 Presencia de una cápsula. 

Los micoplasmas carecen de pared celular, pero un gran nG.*,,*- .-.o de especies patógenas 

presentan un material extracelular que rodea a la membrana ci~r7~ ' ,:a. Esta estructura a 

modo de microcápsula se tiñe con el rojo rutenio, y parece 4,. ,j;igar un papel 

importante en la videncia de estos micopiasmas. Parte de este L. ..i ;;;;~im~~hkü es -ma 

proteína inhiiidora de la fagocitosis en las infecciones por M. p u i ~ x x k  (Howard y Gourlay, 

1974; Gourlay y Howard, 1982). 

2.2.1.5 Adquisición o síntesis de antígenos comunes a los del propio 

hospedador. . . -  

Los micoplasmas pueden presentar antígenos comunes a las células del hospedador (por 

un fenómeno de adsorción de material de la superficie celular o por síntesis del mismo). 

Mediante este mecanismo, el micoplasma puede eludir la respuesta inmune, representando un 



fenómeno realmente novedoso en la patogenia de la enfermedad. Estos antígenos han sido 

observados en la estructura de M. hyorhinis, MmmSC y M. uneumoniae. De esta forma, parte 

de la composición del galactano encontrado en el MmmSC presenta similitud antigénica con 
- 1  - 1  - -  - -  - -  - 1 -1--+rnri m r r \ + m L n l i  AP M n y m i i m n g a P  ciertas proteinas aei p m u u  uuvuiu y ~ U I  uuu U U ~ ,  PL5LUIPJ YIVLVLL.U~ y 

muestran una composición antigénica similar a la de algunas proteínas del pulmón y del cerebro 

humano (Gourlay y Howard, 1982). 

Este hecho ha conducido a demostrar que tras la moculación de MmmSC en bovinos 

inmimodeprimidos, se produce una mayor diseminación del micoplasma en el pulmón, pero las 

lesiones resultaron menos mtensas que en el caso de animales con un sistema inrrmnológico 

normal. Esto puede indicar que los fenómenos de necrosis observados durante la infección 

puimonar por MmmSC pudieran deberse a una reacción nimunopatológica (Gourlay y Howard, 

1982; Rosendal 1988; Topley y Wilson's, 1990). 

2.2.2 Factores dependientes del hospedador. 

E 

O 

2.2.2.1 Interacción del micoplasma con el sistema defensivo primario del 
n 

E 

organismo (macrófagos y neutrÓJilos). 

3 

Se ha demostrado en estudios "m vitro" que los micoplasmas patógenos pueden adherirse O 

a macrófhgos y neutrófilos, no siendo fhgocitados en ausencia de anticuerpos específicos. Este 

fenómeno 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, U r ,  M. arthritidis y M. horninis son capaces de 

. impedir ,su fagocitosis por parte de los polimorfonucleares neutróñlos (Gourlay y Howard, 
1982). 

La capacidad de digestión de los micoplasmas por parte de los macrófhgos y los 

neutrófilos también es menor que para el resto de la bacterias. Esto se debe a que la membrana 

de los micoplasmas es muy rica en lípidos, - lo . que impide una digestión efectiva. Por esta razón, 

parte de la membrana de los micoplasmas que no ha sido digerida puede ser expulsada al 
exterior de los neutróñlos y macrófagos junto a enzimas hidrolíticas, lo que provoca una 

digestión heterolítica del tejido pulmonar adyacente (Gourlay y Howard, 1982; Howard y 
- 
1 ayior, N85 3. 



2.2.2.2 'Interacción con el sistema del complemento. 

La activación del sistema del complemento puede inducir la 1% del micoplasma a través 

de la cascada del complemento sobre la membrana del mismo (Rosendal, 1984a,b). MmmLC 

puede activar la vía clásica del complemento en ausencia de anticuerpos detectables, lo que 

provoca la liieración de las anañlotolcmas (fracción C3a y CSa), mediadores químicos 

niflamatorios, que actúan simultáneamente como activadores de la coagulación. Todos estos 

fenómenos pueden afectar directa o indirectamente a las células blanco ("células inocentes") 

a las que está adherido el micoplasma (Rosendal 1984a). El conjunto de la activación de estos 

fictores parece establecer el inicio del proceso inflamatorio a nivel pulmonar en la enfermedad 

natural (Larsen y cols., 1980). 

2.2.2.3 Activación del sistema de coagulación. 

MmmTC es capaz, en la fase septicémica de la enfermedad, de a&var el sistema de la 

coagulación. En este caso se piensa que la activación del sistema de coagulación se debe al 

daño producido por el micoplasma sobre las células endotelides de forma directa, lo que ha 

sido demostrado en estudios "m vitro" sobre cultivos de aorta caprina. Este daño endotelial 

expone el colágeno subendotelial al contacto con los factores de la coa~:&~. . : ' . .  :..xivándose 

entonces la vía intrínseca de este sistema (Rosendal, 1984a,b). 

En el caso de la Perineumonía Bovina no se ha sugerido este mecanismo patogénico para 

explicar la coagulopatía que se presenta en la enfermedad. No hay duda, sin embargo, de la 

activación del sistema de coa-dación al observarse una trombosis diseminada en varios 

órganos, indicativo de una coagulación intravascular diseminada (CID) (Rosendal, 1981; 

Gourlay y Howard, 1982). 

2.2.2.4 Actividad inmunosupresora. 

Las micoplasmosis crónicas y las infecciones persistentes asintomáricas sugieren que la 

respuesta inmune frente a la infección por estos microorganismos es inadecuada. Se han 

descrito varias especies de micoplasmas que presentan actividad inmunosupresora "m Mvo": 

MmmSC en vacuno, M. ~allisepticum en pollos, M. arthritidis en ratón y M. ~neumoniae en 

humanos (Gourlay y Howard, 1982; Howard y Taylor, 1985). 



En mdividuos que padecen una infección por M. pneumoniae se ha observado una anergia 

transitoria a la prueba de la tuberculina, debido a una reducción de la respuesta inmunológica 

celular. También, en las fases más tempranas de la infección por M. hyopneumoniae se ha 

~ c S U T r e & E  ec&&&. A & ~ S ,  ede dcGí;hm pru&Gee qjie&E de 
la mitogénesis linfocitaria (Gourlay y Howard, 1982). 

2.2.2.5 Mitogénesis no especgca de linfocittos 
-. 

Existen varias especies de micoplasmas con capacidad de estimular, de forma mespecífica, 

la división de linfocitos en detrimento de una correcta respuesta especííica por parte del 

organismo. La actividad miiogénica puede variar dentro de una misma especie, lo que sugiere 

una posible correlación entre mitogenicidad y patogenicidad. En relación a este fenómeno se 

ha observado que extractos de membrana de M. pulmonis moculados por vía intranasal, 

producen traqueitis y neumonía intersticial con infiltración de linfocitos a nivel perivascular y 

peribronquial (Gourlay, 198 1). 

2.2.2.6 Desarrollo de una respuesta inmune especíjka. 

E 

La naturaleza y la composición antigénica de los micoplasmas es compleja y está aún a 

n 

sometida a discusión. En 1987 Emo estableció dos grupos de antígenos: n 

5 
O 

a.-Antígenos de superficie, que determinan la especificidad de especie, y que son 

detectados mediante la prueba de la inhibición del crecimiento, inhibición del metabolismo e 

inmunofluorescencia. 

emparentados, como los que constituyen el grupo Mycoplasma mycoides, y que se demuestran 

por inmunoelectroforesis. 

Para Howard y Taylor (1985), la especificidad antigénica no es en ningún caso muy 

patente entre los micoplasmas, ya que existen numerosas reacciones serológicas cruzadas entre 

micoplasmas de diferentes especies, entre micoplasmas y otros gérmenes, y ciertos antígenos 

celulares . 

La infección por micoplasmas mduce una respuesta inmune humoral y celular específica. 

En la primera, se producen anticuerpos fiente a los micoplasmas de forma local y sistémica, lo 
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precipitación, inrnunodifiisión, inmunofluorescencia de colonias, inhibición del crecimiento e 

inhibición del metabolismo. La respuesta celular se demuestra por mtradermorreacción "in 

vivo" y por estimulación de linfocitos y producción de linfocinas "in vitro" (Gourlay y Howard, 

1982; ~ ~ - ~ ~ d  T~~,~~~, 1985 j. ~b e&a-gu, el pu&i b b g c u o  es miiy vm;able cll~Ge 

especies y cepas, y la curación de una Sección natural no suele acompañarse de una 

protección sólida y duradera (Howard y Taylor, 1985). 

2.3 MICOPLASMAS Y MICOPLASMOSIS DE LOS PEQUENOS RUMIANTES 

En la Tabla 1 se presentan las especies de micoplasmas aisladas con mayor frecuencia en 

caprinos y ovinos. En esta tabla se hace mención a la cepa de re?xmcia por la importancia a 
N 

clínico-patológica de cada brote y por los errores de identifit:? r... ,u cometidos durante los 

primeros aislamientos. Se han incluido las nuevas especies d:% ,.:.?lasmas, M. auris , M A 

cottewii y M. veatsii, aisladas del canal auditivo errtemo de cabras fkamssa y cols., 1994), así 

como M. adleri (Del Giudice y cols., 1995). Igualmente, se ha recogido la nueva designación 

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 más frecuentes y/o posibles, así como el 

grado de patogenicidad de cada micoplasma, para lo cual han sido clasificados en micoplasmas 

patógenos primarios (capaces de producir micoplasmosis mayores); otros aislados, con los que 

se ha logrado reproducir experimentalmente la enfermedad, pero que poseen una capacidad 

patógena variable en la naturaleza y, por Último, micoplasmas que no desarrollaron la 

mfemedad de fom experimental ni natural. 

La localización más frecuente de la que se ha aislado una determinada especie, así como 

el órgano más afectado, se exponen en la columna correspondiente. Igualmente, se hace 

mención a la enfermedad con la que se asocia, aunque en los distintos brotes descritos puede 

haber pequeñas variaciones en relación al órgano afectado. Fmalmente, se especifican algunas 
observaciones sobre cada especie. 



Tabla l. Micoplasmas más Fivxuentes en Pequeños Rumiantes 

Especie 

N. arginini I G130 I O, C otros I Dudosa I ~ r a c b  1 Ug,A,Oj. - 1 Germen ubicuo, tiene múltiples I No es patógeiio por sí solo en úacto 
Respiratorio localizaciones. respiratorio. Poco estudiado 

a l a a  1 O,< / Patógeno / Mamas 1 A,Oj,P, Ur. 
primario 

Cepa de 
referencia 

Clásica AC con mamitis, Artritis, 
Queratoconjuntivitis, neumonía, 

vulvovagini tis. 

N. apricolum su bsp. California 
p 1 13 a ricolum 

3 , c Patógeno 1 h c t o  1 Or.int.* 1 1 N. ~ o l u m  subsp. Produce la Pleuroneumonía Contagiosa Único agente de la PNCC clásica, muy 
~apripneumoniae Respiratorio Caprina (PNCC) clásica. contagioso. Crecimiento restringido. No 

metaboliza la arginina. 

Hospedador 
Natural 

Afecta a ambais especies. Su tropismo pulmonar 
es menor que el manifestado por M i  
M 4  

Mconjuntivae 0, c 

C, raro O 

c, cp 5 .j y, , / Pa@eno 1 Tracto respiratorio / 7 N. mycoh'es subsp. ( GMll 1 ' .!monís, mamitis, poliartritis, 1 . Forma pleurouieumónica parecida a la PNCC 
mycoides (rg Y-goait y Articulaciones . ~?bconjuntivitis. clásica, más Crecuente en cabritos. Produce 

muchas muertes en animales jóvenes por 

- - . . . ... . . - - - - - - -. infección oral,. 

Patogenicidad 

D. Exp. 

f. mycoidessubsp. 
rapri 

C: abra D. Exp: Demostrado experimentalmente, enfermedad natural depende de otros factores. 
O: oveja No D: Patogenicidad no demostrada. 
Y: vacuno Or. int*: Organos internos debido a septicemia. 
kmama; A:articulaciones; 0j:ojos; Ug: apairato urogenital; P: pulmón. 

Patógeno 

Localización 

1 

Ojos Tracto Respiiratorio 

C 

Articulaciones M, P, Ug,Or.int.* 

Enfermedad a la que 
se asocia 

Queratoconjuntivitis. 

Patógeno 

Observaciones 

Poliartritis, mamitis y muerte de cabritos. 

Patógeno patii cabras y ovejas. 

Serológicameiite, presenta reacción cruzada 
con M. caprictwsubsp. ca~rioneumoniae. 

Tracto Respiratorio 1 Rara1 Enfermedad similar a la PNCC. Experimentalinente ha sido poco contagioso y 
patógeno para cabras y ovejas. Muy pocas 
descripciones recientes. 



Tabla l. (Continuación) Micoplasmas más Frecuentes en Pequeños Rumiantes 

M. pubehiens 1 KS-l 1 . C 1 D. Exp. 1 Mamas 1 Oído 

Especie Cepa de Hospedador 
Natural 

PG I C, raro 

lycoplasma 0, c 

A. laidlami 1 8 1 Muchos 1 No D. 1 Tracto Urogenital. 1 Tracto Re!spiratorio. 

Ureaplasmas Vairios 0, c D. Exp. Ir. Urog. Raro en Tracto 

Patogenicidad 

No D. 

D. Exp. 

C: cabra D. 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. 

Localizacibin 

Tracto Respirai;rio. 

Tracto Respiratorio. Ojo 
Tracto Ulrogenital 

Enfermedad a la que 
se asocia 

Neumonía intersticial crónica. Muy importante las infecciones 
concomitaiites con P. haemohtica v P. 

para desarrollar enfermedad. 

Observaciones 

No produce enfermedad. Importanti! el ganado caprino como posible , 

portador die MmmfSC). 

Ninguna. En relacióri con una enfermedad es 
wndariai .  

Mamitis contagiosa. 

Queratoconjuniivitis. NO se ha dlemostrado si es patógeno - 
primario, experiencias recientes le atribuyen 

Su verdadera importancia está aún por 
conocer. 

Vulvovaginitis,enfermedad uterina. Varios serotipos, cuya patogenicidad no es 
conocida aún. 

Ninguna. 1 Forma parte de la flora saprofita de la 
1 mucosa. 
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Tabla l. (Continuación) Micoplasmas mas Frecuentes en Pequeños Rumiantes 

C: cabra 
V: vacuno 

1 Especie 1 Cepa e 1 H O ; : ~  
referencia 

Patogenicidad Localización I I Otras 1 Enfermedad a la que 
más frecuente localizaciiones se asocia 

M. adleri 

N. auris 

N. cottewii 

Desconocida I Conducto auditivo 
externo I 

VIS Desconocida I Conducto auditivo Senos nasale!; 
externo I I 

flamitis D. Exp. 

Observaciones 

Sólo se ha realizado un aislamiento a partir de 
un absceso en una extremidad. 

Conducto auditivo 
! externo 

Aislado Únicamente en Australia y USA. 

Ganglio linfiujco 
retrofaríngw, tracto 
nasal,órganos 
internos. leche. 

Aislado Únicamente en Australia y USA. 

Sólo se ha demostrado la patogenicidad de la 
cepa GM790A. 

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

DaMassa y cols, 1994; Del Giudice y cols, 19115; jones, 1989; Leach y cols., 1993; Lekvre y cols., 1987ab; Perreau, 1984. 



2.4 NEUMONÍAS PRODUCIDAS POR ESPECIES DEL GRUPO MTCOPLASMA 

MYCOIDES EN CAPRINO 

Entre los micoplasmas patógenos del aparato respiratorio, las especies más importantes 

se encuentran agrupadas dentro de lo que se conoce como grupo Mycoplasma Mycoides, con 

características serológicas, bioquímicas 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 patógenos para el ganado caprino son MmmLC y Mmc, así como M. capricohm 

subsp. cavripneumoniae (antiguo M.Biotbo F-38) y M. capricohun subsp. ca~ricohun (Erno 

y cok., 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 caprinos por este grupo de micoplasmas se describen 

a continuación con mayor detaiie. 
a 
N 

E 

2.4.1 Pleuroneumonia Contagiosa Caprina (PNCC) clásica. 
O 

o 

n 

La enfermedad más grave que afecta al aparato respiratorio del ganado caprino es la 
3 

Pleuroneumonia Contagiosa Caprina (PNCC) clásica. Esta enfermedad está causada por M. O 

capricohm subsp. capripnewnoniae (Leach y cols., 1993), antes "M. Biotiuo F38", que afecta 

exclusivamente a los caprinos. 

La enfermedad difiere de ias neumonías producidas por otros miembros del grupo 

Mycoplasma Mycoides en sus aspectos chicos, lesionales y epidemiológicos, y se define como 

uiia enfermedad producida exclusivamente por las distintas cepas de M. capricolum subsp. 

ca~ripneumoniae (MacOwan y Minette, 1976; Jones, 1989; Picavet, 199 1; DaMassa y cok., 

1992; Leach y cols., 1993). 

La distribución geográfica de la PNCC clásica está limitada al continente B c a n o ,  

habiéndose descrito en Kenia (MacOwan, 1976; MacOwan y Minette, 197%; Litamoi y cols., 

1990), Sudán (Harbi y cols., 1981), Etiopía - .  (Firke, 1984; Thiaucourt y cols., 1992), Túnez y 

Libia (Perreau, 1982), Omán y Turquía (Jones y Wood, 1988) y el Chad (Lefevre y cols., 

1987a). Sin embargo, Lefevre y cols., en un artículo de revisión, indican que probablemente 

en un fiituro la distribución de este micoplasma será más amplia (Lefevre y cols., 1987b). 



La enfermedad, que iee descrita por vez primera en 1881 por Hutcheon en Áfiica del Sur, 

se caracteriza por presentar exchisivamente lesiones pleuroneurnónicas muy graves que causan 

la muerte después de un curso agudo. Los brotes suelen aparecer por la introducción de 
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casos, la enfermedad se d e n d e  rápidamente con una morbilidad que puede llegar 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 crónicos, lo que permite el mantenimiento de la 

enfermedad de forma enzoótica (MacOwan y Minette, 1977b; Picavet, 199 1). 

El contagio de la enfermedad natural se realiza por vía aérea (Kaher y MacOwan, 1976; 

Perreau, 1984; Perreau y cok., 1984; Lefeve y cols., 1987a; Morin, 1987), siendo ésta la única 

vía a través de la cual se ha conseguido reproducir la enfermedad experimentalmente. La 

inoculación por vía subcutánea o intramuscular no produjo celulitis ni reacción 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 período de incubación es de 6 a 10 días, comenzando la enfermedad con una 

hipertermia brusca (42°C a los 2 ó 3 días postmfección). Los síntomas generales son el 

abatimiento, la tendencia a retrasarse en el rebaño y la disminución del apetito. Los signos 

respiratorios más frecuentes son tos débil y dolorosa, disnea, miembros separados con la 

cabeza baja y extendida y secreción nasal mucopurulenta. En la fase terminal los animales se 

postran y la respiración es penosa y muy dolorosa (Lefme y cok., 198%; Jones, 1989; 

Picavet, 1991; DaMassa y cols., 1992;). 

La evolución de la enfermedad puede ser sobreaguda, subaguda y crónica, caracterizadas 

las dos últimas por smtomas de insuficiencia respiratoria, tos, moco y adelgazamiento 

(MacOwan, 1984; Lefme y cols., 1987b; Picavet, 1991). 

¿as íesiones macroscópicas pueden ser daterales  o biiateraivs. En los casos agudos, h 
pleura de las regiones pulmonares afectadas está recubierta normalmente por membranas de 

fibrina. En la cavidad pleural se observa la presencia de abundante líquido color paja que 

contiene flóculos 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 hepatización y un aspecto granuloso al-corte. - Entre los lobulillos no hay 

engrosamiento del septo interlobulillar, predominando las lesiones intra¡obulillares (Kaliner y 

MacOwan, 1976; MacOwan, 1984; Jones, 1989). 

En los casos crónicos se observan adherencias pleurales fibrosas y, en el parénquima 

pulmonar, focos necróticos encapsulados por un tejido conectivo. Los nódulos  tico os 

regionales aparecen hipertrofiados y edematosos (Kaliner y MacOwan, 1976, Jones, 1989; 
-. 
ricavet, í99i j. 



Las lesiones microscópicas consisten en una pleuroneumonía ñbrinosa focal o en islotes 

que afectan, en mayor o menor medida, al tejido conectivo Hitersticial. En la neumonía aguda 

se observa principalmente una congestión de los capilares, con exudación serofibrinosa en 
bronfiOios y & ~ o ~ o s  amG.& 8 n-merosos mci@\Js y iiecüb&js. EE hs ne-mOhs 

crónicas se observa engrosamiento de los septos interalveolares, con depósito de ñbrina y 

proliferación del tejido conectivo. La necrosis de los alvéolos mduce a la formación de focos 

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

2.4.2 Neumonía producida por &iwo~lasma mvcoides su bespecie mycoides de 
grandes colonias (1MmmLc). 

MrnmLC es un micoplasma patógeno para la especie caprina, aunque ha sido aislado 

raramente en ovinos, si bien de forma experimental se ha logrado reproducir la enfermedad en a 

esta especie esporádicamente (Rosendal, 1981; TIUSCO~~ y Finley, 1984; Okoh y Ocholi, 1986). - O m 

MmrnLC no es patógeno para el ganado bovino (Perreau, 1981; Rosendal, 1981; Jones, 1989). - O m 

E 

La distriiución de este micoplasma es muy amplia, habiéndose aislado en numerosos 
O 

o 
n 

países del mundo, y constituyendo un importante problema en el ganado caprino de los Estados E 
a 

Unidos (DaMassa y cols., 1983a), Francia (Perreau, 1979a), Israel (Bar-Moshe y Rapapport, 
n n 

1979 y 1981) y la India (Gupta y cols., 1984), donde es el micoplasma más fiecuentemente 
n 

3 

aislado a partir de lesiones pleuroneumónicas. En España, Goncer Coca y Rodríguez-Ferri 
O 

(1990) realizaron un estudio en 8 explotaciones de ganado caprino encontrando una amplia 

ditusión de este micoplasma. Estos autores describen que M:r;j-:E es el micoplasma más 

frecuentemente aislado del pulmón del ganado caprino, en :: .:;i~ provoca un 37.5% de 

mfecciones graves. Igualmente, el aislamiento de MnmiLC por prkx~ii vez en las Islas Canarias 

confirma la amplia dihisión de este microorganismo (Villalba y cols., 1992). 

En una primera comparación entre MinmLC y MmmSC, se observo que el primero 

presentaba unas colonias con un tamaño prácticamente dos veces mayor que la otra subespecie, 

lo que determinó el nombre de "Large colony" y "Short c.oiony" (Cottew y Yeats, 1978). 

Posteriormente, se demostró que esta característica de Mx-mLC no es constante. As& 
Valdivieso-García (1982a) describió variaciones en el tamaño, después de sucesivos clonajes, 

razón por la cual cuestionó la clasificación de estos micoplasmas en h c i ó n  al tamaño de sus 
,' 

colonias. 

A pesar de que MmmLC difiere en ciertos aspectos serológicos del Mmc, su composición 

proteica y su genoma se asemeja más a esta especie que ai ivirmSC @V%tJey y cok., 1390; 



Poumarat y cols., 1991 y 1992; Taylor y cols., 1992), existiendo cepas que se clasiñcan con 
. . 

características intermedias entre MmmLC y Mme (Sanguinetti y cols., 1982; Nascimento y 

cols; 1986; Bdske y cols., 1989). Por esta razói se ha sugerido considerar a MmmLC y a 

como m imbn haqm&mie, e hGtW mm" .- espe& &f-mie (C"&as c"Q., 1987; 
Cottew y cols., 1987). Igualmente, se ha propuesto a MmmLC como una tercera subespecie 

dentro del grupo Mycoplasma mycoides (Cottew y cols., 1987). 

Las infecciones naturales y experimentales producidas por cepas de MmmLC aisladas en 

los distintos países del mundo han presentado las características epidemiológicas, clínicas y 

lesionales que se exponen en las Tablas 11 y m. 

El contagio natural de este micoplasma se realiza por vía oral, especialmente en cabritos 

lactantes, a través de leche mamítica (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 vías naturales de 

contagio, - como la mtrauterina (Bar-Moshe y Rapapport, 198 l), al observar cabritos neonatos 

con lesiones articulares de las que se aisló este micoplasma. Además MmmLC ha sido aislado a 

del conducto auditivo externo de cabras sanas y enfermas, lo que ha sugerido la posibilidad, 
- 
m 
O 

aún no demostrada, de esta vía de contagio (Cottew y Yeats, 1982; DaMassa, 1983a; Hazell - 
0 
m 

E 

y cols., 1985). 

Experimentalmente, la enfermedad ha sido reproducida mediante inoculaciones por vía 

oral intratraqueal, endobronquial, transtraqueal, intravenosa, subcutánea, intramuscular e 

mtracanalicular (mama). La vía de inoculación, la dosis, la edad, el sistema inmune y el estado 

fisiológico del animal son factores determinantes en el desarrollo de la enfermedad aguda 

(Rodríguez, 1993). Se ha demostrado que la ruta de inoculación condiciona la aparición de 

variaciones lesionales importantes. Por vía intratraqueal, endobronquial y transtraqueal las 

lesiones observadas han &do especialmente pleuroneumónicas. En cambio, tras la inoculación 

subcutánea, intravenosa o intramuscular se ha desarrollado una neumonía intersticial con edema 

pulmonar y pleuritis (Jones, 1989; DaMassa y cols., 1992). 



i 

TABLA U. CASOS NAT~JRALES Y EXPERIMENTALES MÁs IMPORTANTES DESCRITOS DE Mmm (LC) EN LA BB~LIoGRAFÍA. 

Dosis (d)l 
CJlW (A) 

(-1 

Número 
animales 

NaúuraU 
Expeiim - 

Nal:. 

- 
Nai:. 

- 
%p. 

Autores 

Bar-Moshe 
(1981) 

mske 
(1982) 

Bolske 
(1989) 

Morb. 
Paíd 
Cepa 

israel 
local 

Suecia 

Suecia 
G8 

Clinica más frecuente Observadones 

En madres, fiebre, mamitis 
aguda, abortos. En cabritos, 
arMis y ~ a t ~ ~ < ~ ~ j u n t i v i t i s  

Signos respiratorios y m 
algunos, mamitis. 

Via TT, AC y SC signos de 
mtl8maciál m punto 
moailaciál. septicemia y 
poliartritis. vía iT &tomas 
respiratorios. 

Jovm, (-1 E l  auta sugiere pwibles infeocicmes angchib. En 
rnrebañomUnayll5~8 de108yenlanecr~siase 
iemostr6 una a a a i c r i a  de Vit E y Selenio. - 

No se hace referencia a la edad de los animales 
muatos. 

Vía TT se produjo ima intmsa neuosis alrededor 
del punto & indac i in .  Vía iT la Smtamatología 
reqkatoria aparetió 9610 m los des 
nonilados cm las dosis m h  altas. 

Signos de neumaúa. 
poliartritis y maLdis. 

3 aiadros: &reagudos Sm sintomatología o &tipo 
nervioso un mudes en 24-72 haras, a p i o s  y 
subagudos am poliaairitis y neumaúa. 

Entodosloscasosseprodujo 
fiebre, signas de septicemia y 
nmmaúa. 

Se promijo mflamaciin en el punto de m&& 
vía parateral y se neaislb el miaplasma m varios 
-0s. Vía mtramamaxia produjo mflamacih de 
La ubre m 24 horas. Muate m 4-1 1 días 

Fiebre, debilidad, signos de 
septicemia, poliartritis y 
neumaúa. 

Los cabritosno recilbiexaa calostro. De 14 cabritos 
Q contado diredo cm animal moailado 
mfgmerm d o  8. 

Fiebre. inflamacián de 
articulariales,pdrtida depeso 
y neumaúa. 

Las cabras cm mnitis chicas o subclinia por 
miccplasmas puedrn elimina 1 x 10'' UFCM 
causando alta mdiilidadimcatatidad m &vos. 

Fiebre, debilidad y signos de 
namiaúa. 

2 a i i m a l e s s e ~ t ~ c m m 1 5 d h y 4 e n l m e s  
Se s a d c a r m  a la, 35 días reaislhdose los 
miaylasmas m d a d o s  

Signos deneumcnia, artritis y Se aisl6 Mmm WCLdel oído en 2 cabras y se 
estudió la posible 'transnUiQ & la enfeamedad 
medide  h, no ll+dose a ninguna 
amchi46e 

m: vía transtraqueal. AC: vía articulatiin del carpo. SC: vía *ea. lT: vía mtratraqueal. IP: vía intrrpaitmeal. IM: vía m t r ~ s a i l a r .  
UFC (ml): unidad fannadma de co1cni:ispor mililitro. N&: descripcih de un brdenatural. Exp.: descripciál & una experitscia realizada. 



TABLA II (continuación). CASOS NATURALES Y EXPERIMIZNTALES MÁs IMPORTANTES DESCRITOS DE MmmLC EN LA 

1 Edad 1 in:? 1 1 7 1 M;b. 
&P. Adulto 1012 J x 10'' 

Clinlca más frecuente 

Durante 2 - 5 dpi  tres cabras 
presaitamn fiebre pasajera. 

Fiebre. siutomatología 
respiratmia 

- 
&P. 

- 
6-24 
meses 

&P. 

- 

Rosendd 1 J 1 N:&. 1 1 (-) 1 (-1 1 22, dosbrldes ( (-) / Fiebre, a t d i s  y debilidad 
(1979) 

itapapport 1 w. 
(1979) 

IV 511 x 10' 6 Fiebre, sipos de neumda y 
(1981) Y3343 sqticemia an p 

inüamacih en punto de inoc. 

EB 

6-24 
meses 

Rosendal Canadá 
(1983) ( D14 

1011 x 10' 

6 meses 

l 6  I 6 l  Fiebre, sipos de neumcnía y 
polisrtntis. Descarga nasal 
mucq>-l- 

EB 

r r  1 N&. I J o v m y  / (-) (-) !210.3br&s 1 l5 1 3 ! J & ~ ~ :  y, desarga 
(1983) adulto nasal, 

Adulto: ,naunmía y 
anjimtivitis. 

1011 x 10' 10 Losarhalespresdarmuna 
sintomatología más aguda 

SC 

Thigpen 1 FEUü 1 N& ( Joven 1 ) 1 - )  1 100 

1 ( )  1 3 1 Fiebre y siposrespiratorios 
(1981) 

111 x lo'.'*QJy' 

El MmmLC fue ilislado & una cabra cm un 
pequdo ftxoneumhiw. 

La damedad se desanoll6 ai 2 - 6 dias. Sólo 
hubo afeccih respiratmia 

Esta cepa se m&6 mudo más patógaia ai las 
misnas cmdicimea 

Todos los animales denizcirm exapto los que se 
les i n d  la dosis n& baja (10') si bien de los dos 
se reaisl6 el MmmiCdei 90. 

Aduitos sin sintomatología Pocos sipos de 
n d  Se presentó una cooQdiosis que pudo 
favor- ia damedad 

A difez~lcia de la efamedadnatural los sigpos de 
neumda f u a m  intensos. Al inocular ovejas se 
afedarm2de6. 

Los bovinos mfedados vía r3B no se dedaroa 
Cabras m cadscto diredo taqcco se afedarm. 

- 

S610 se afedarm 2 animales a M o s  Se aisló 
MmmU;i de a d l e s  sin smtomatología ciínica. 

En este brde no se indica el númao de mimales 
afedadm. 

En este brde los : ipos mss impoitantes f u m  
neumdnim, sólo I cabrito presmtaba sipos de 

TT: viairanstraqueal. AC: vía articulauh del carpo. SC: vía subaüánea. iT: vía miratraqueal. IP: vía intrapeitmeai. IM vía mtrtamscdu. 
UFC (ml): unidad formaha de wlcnias por mililitro. N&: desaipcih de un brate nidural. m.: dffcripaih de una e x p a i ~ &  realizada 



TABLA m. Mmc y cepas intermedias entre Mmc y MmmLC, 
l 

1 

Naihirall Víade Dosis(ml)l Número 
Autores Expenm Edad inocuiadón UFC (ml) animalles Morb. Mort Clínica más frecuente Obsewadones 

(1989)* * 5-219 x 10" 
9 meses Oral 33011 1 x 1O1O 

kaliner Fkp. Adulto ITEB 10/2 x 1010 8 Fiebre y sigaos de neumda a los Muute enúe 3 - 14 dpi. 4 cabras ai untado 
(1979 1 kgt 1 2-5dpi. diredo no preseitarm &tumas. 

Uüiejohm / Adrahi  Nat. A m o  (-1 (-1 O Una cabra se mostraba débil an Se desaibe el aislamiento & en 2 
(1977) 74/535X ariritk cr6nic.a. animales, sin que ninguno presmtara &o- 

7415907A mas ni lesiames pleurmeumáiica. 

(1976) F30 aguda varios imeses antes De las 3 cabras se 
aisiarm P&eanolvtica y de 2 P. multocida. 

Misri India 2/10' 11 11 
(1988) d o s  mfedada. micoplasma im otras localuscicnes. 

Nasdmento Brasil, Joven y (-1 (-1 119 90 %:y 65% y Sigaos 6 neumaúa, srtritis y Se afeciarm más los cabritos can síntomas 
( l98V" 1 ' 1 1 .dilo 1 1 1 1 42%1 1 17% 1 mamitissubclínica. I de nRrmaúa muy mtaisos. Los adultos 

presentaban pooos sintomas aaidares 

- 

Debilidad, anurexia y dificultad Ea dro disea(o experimental se mcluyb m 
respiratmia. Mueate a los 10 - 12 y dvirw &lapeste de los pequéios nimían- I l b  tes can lesianea más praves 

Todas1 iTKh4 511 x lot9 19 % Sólo aparecieran sigaos den=* Nodgcribernarbüidad ai rebdo. A 1 de los 
(1981)" 3 - 5  3 2 animales inoailacitn vía iT se le dio una 

meses apa  an &;pases por medio de cuitivo y la 
demedad se dgaaroii6 más tarde. 



La admhistración mtratraqueal o endobronquial de MmmLC produce resultados variables, 

con morbilidad y mortalidad alta (Ojo, 1976a; Rosendal, 1983), o baja (Kaliner y MacOwan, 

1976; Guha y Verma, 198%; Bolske y cols., 1989; Adesotoye y Ojo, 1990). La enfermedad 

producida por estas vías presenta una sintomatología prácticamente restringida al aparato 

respiratorio. Estos síntomas aparecen rápidamente (2-6 días) con disnea, estertores, tos, 

respiración abdommal y una h x t e  descarga mucopurulenta. Por estas vías, se ha comprobado 

la menor patogenicidad de cepas con varios pases previos por medios de cultivo (Sanguinetti 

y cols., 1982; Bolske y cols., 1989). La vía intramamaria produjo mamitis a las 24 hpi, con 

septicemia posterior (MacOwan, 1976; Cottew y Lloyd, 1980; DaMassa y cols., 1983a; 

Rosendal, 1983). 

Bolske realizó experiencias con animales de 3 semanas a 9 meses de edad, no 

reproduciéndose la enfermedad tras la inoculación por vía oral. Si bien estos resultados 

pudieron ser debidos a la baja virulencia de la cepa (DaMassa y cols., 1992), es importante 

indicar que la reproducción de la enfermedad tras la inoculación oral sólo se produce en los a 

animales más jóvenes con altas dosis de micoplasmas y factores i~rcdisponentes adicionales - 
m 
O 

(privación de calostro, infecciones parasitarias, bacterianas, viricas, etc.) (DaMassa y cols, - O m 

E 

1986). O 

o 

En todas las inoculaciones ha sido constante una reacción damatoria en el punto de E 
a 

moculación, así como también la relación directa dosis-enfermedad [!3ar-Moshe y Rapapport, 
n n 
n 

1981). En la mayoría de los casos se ha logrado reproducir la cl:f?rmedad de forma similar a 
3 

su presentación naturaí, con síntomas septicémicos y lesiones de poliartritis, mamitis y 
O 

neumonía, (Rapapport y Bar-Moshe, 1979; Rosendal, 198 1; DaMassa y cols., 1983a; Bolske 

y cols., 1989). 

La enfermeciaci producida por íos distintos aisiados de ivmirñrñi,C! se caracteik por k 

presencia de varias formas clínicas. Una de curso agudo, con septicemia y desenlace fatal, 

príncipalmente en los animales más jóvenes (DaMassa y cols., 1983a); una segunda de curso 

crónico, muchas veces asepticémica y que afecta a los animales ~ovenes y acíuítos; y una tercera 

producida por algunas cepas de MmmL,C que inducen artritis y mamitis en animales jóvenes 

y adultos. (Perreau, 1979b; DaMassa y cols., 1986). 

En los brotes descritos, la sintomatología en los animales jóvenes ha &do siempre muy 

parecida, predominando signos como cojera - . por la artritis, disnea, respiración abdominal, tos, 

ruidos respiratorios y exudación nasal purulenta. También se presenta sintomatología 

septicémica (fiebre, debilidad y anorexia) con rápida postración y muerte en cursos 

sobreagudos y agudos de la enfermedad. En los casos crónicos, los síntomas más frecuentes 
son ia poiiartritis, la pérdida de peso y, m a1güíiüs casus, &ilriea, gmeíhwite per !us 



complicaciones bacterianas y parasitarias (Perreau, 1979b; Rosendal y cols., 1979; Bolske y 

cols., 1982; Brooks y cols., 1984; DaMassa y cok., 1983a; Ruhnke y cols., 1983). 

Muchos animales se recuperan de la enfermedad, principalmente los adultos, - 

convirtiéndose en portadores maparentes. Esto ha sido constatado mediante el aislamiento de 

MmmLC del pulmón y mama de individuos aparentemente sanos y/o con mamitiR subclúiicas 

(DaMassa y cok, 1992; Kasaii y Ojo, 198 1). Muchos autores piensan que son necesarios una 

serie de factores predisponentes para que se desencadene la exfermedaá, 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, gestación avanzada, etc. 

Así, Rosendal y cols. en 1979, indicaron que en un rebaño estudiado durante al menos de 10 

años, los episodios de enfermedad se asociaron con una inmunodepresión por coccidios. En 

general cualquier enfermedad mfecciosa 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 cois., 1992 j. 

Las lesiones causadas por la infección natural de las distintas cepas de MmmLC se 

localizan principalmente en pulmón, articulaciones, mamas y ojo, aunque pueden encontrarse 

otras lesiones como consecuencia de la septicemia (DaMassa y cols., 1992; MacOwan, 1984). 

En el aparato respiratorio las lesiones suelen estar localizadas preferentemente en los 

lóbulos apicales y medios. Éstos presentan áreas de hepatización o consolidación, propias de 

una bronconeumonía. No en todos los casos se afecta la pleura, por lo que las adherencias a 

la pared costal y al M a g m a  son inconstantes. También se describe con frecuencia un aumento 

de la cantidad de un líquido turbio en la cavidad torácica. Histopatológicamente las lesiones 

se caracterizan por una neumonía mtersticial con peribronquitis y dilatación de los septos 

interlobulillares. También han sido descritos casos de neumonía ñbrinosa y bronconeumonía 

catarropurulenta con una marcada congestión septal (DaMassa y cols., 1983a; Rosendal, 
1983). Es frecuente que las lesiones iniciales inducidas por MmmLC se compliquen con otros 
micrnnrgamisrnos, principalmente P. haemolytica y P. multocida, observándose entonces --- - -- 
lesiones secundarias en dichos pulmones (Rapapport y Bar-Moshe, 1984; Bolske y cols., 

1989). 
- 

Las articulaciones más afectadas son las de los miembros, principalmente las carpianas, 

con una inflamación articular y periarticular. La membrana sinovial aparece engrosada al 

desarrollarse en ella una sinovitis fibrinopurulenta. Simultáneamente, se observa un aumento 

de la cantidad de líquido sinovial con aspecto turbio-sanguinolento por las hemorragias 
derivadas de las lesiones vasculares en la articulación (Rosendal y cols., 1979; Bar-Moshe y 

Rapapport, 1981; DaMassa y cols., 1983a; East y cols., 1983; Ruhnke y cols., 1983; Hazell y 



cok., 1985). 

En el parénquima mamario las lesiones consisten en una mamitis purulenta aguda y10 

subaguda. Las afecciones oculares son escasas en los casos naturales descritos. Las lesiones 

debidas a la micoplasmemia suelen localizarse en distintos órganos, causando polisercisitis y 

hemorragias petequiales, miocarditis, hepatomegalia, hipertrofia ganglionar, esplenomegalia 

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

BoUe y cols., 1982; Sanguinetti y cols., 1982; DaMassa y cok., 1983a y 1992; East y cok., 

1983; Rosendal, 1983). 
- - 

Las lesiones en las infecciones experimentales variaron atendiendo a la vía de inoculación. 

La vía que ha desarrollado lesiones pleuroneumónicas con mayor ñ-ecuencia ha sido la vía 

transtraqueal y10 intratraqueal/endobronquial. La diferencia entre a ~ h a s  consiste en la 

presencia de celulitis y necrosis en el punto de inoculación. Las lesiones ;*zlaonares son muy 

marcadas, observándose una bronconeumonía catarropurulenta con presencia de abundante 

edema, macrófagos alveolares y neutróñios degenerados (Ojo, 1976a; Rosendal, 1983). Una 

observación constante es la presencia de una neumonía intersticial localizada especialmente en a N 
- 

los septos mterlobulillares con abundante edema e hñltrado leu~t~qi icu i~  (Ojo, 1976a; = m 
O 

- 
Rosendal, 1983; Guha y Verma, 1987b). Con menor ñ-ecuencia se observan los fenómenos de - 

0 m 

E 

necrosis en los septos alveolares, tejido conectivo mterlobulillar y pleura (Ojo, 1976a; O 

Rosendal, 1983; Bolske y cols., 1989). En estas infecciones son frecuentes las complicaciones n 

E - 

por otros microorganismos, principalmente pasteurelas, que inducen intensos feu óaienos de a 

2 

n 

necrosis y una neumonía fibrinosa (Rapapport y Bar-Moshe, 1984; Bolske y cok., 1989). n 
0 

3 
o 

En un trabajo experimental (Rodríguez, 1993) la repro;.: ;. .?e las lesiones 

pleuroneumónicas fue posible únicamente al inocular simultáneame-.r . .!asmas Mmc 

y MmmLC por vía mtratraqueal en cabritos de siete días de edad, mieatras qur en animales de 

3-4 meses sólo se desarrollaron lesiones bronconeumónicas. La mayor intensidad de las 

lesiones pulmonares resultantes de la moculación de ambos microorganismos, confirma el 

sinergismo patogénico inducido por más de un agente etiológico en el aparato respiratono 

(Rodrígueq 1993). 

En las moculaciones orales de Mm& realizadas en cabritos neonatos que no recibieron 

calostro (DaMassa y cols., 1986), las lesiones consistieron en po:!I., .-i I iris fibrinopuruienta, 

neumonía mtersticial con abundante fibrina, pleuritis y pericarditis fii;if; ,.rsas. En el pulmón se 

observó una marcada congestión de las arteriolas y los capilares coi: uccrosis vasculares y 

formación de trombos. Sin embargo, los intentos de reproducir la enfermedad en animales 

mayores por vía oral, no han sido concluyentes (Bolske y cols., 1989). 



2.4.3 - Neumonía producida por Mvcoplasma mvcoides su bespecie cauri (Mmc). 

nN-- - - L I  - l - iC- -J -  >-A-- J-1 nx 1 ------ '>-- -- !-A!--_ _ _ * - _ - *  ~vrrur;  Gsra c;iasirir;auu ueuiru uei grupo mycupiusmu mycuiues, en mtima reiacion con 

MmmLC. La presencia de este micoplasma ha sido notificada en Áfiica, Asia y Australia, 

siendo considerado actualmente por muchos investigadores como una especie inusual o rara 

(MacOwan, 1984; DaMassa y cok., 1992). El aislamiento de Mmc en un brote de 

pleuroneumonía caprina constituye la primera referencia de esta especie en España (Villaiba 

y cols., 1992). La cepa patrón de este microorganismo h e  aislada por Chu y Beveridge en 

1949, habiéndose considerado durante muchos años como la responsable de la Pleuroneumonía 

Contagiosa Caprina (PNCC) clásica (Cottew, i982; Gourlay y Howard, 1982). ~okeriormente 

se comprobó que la moculación mtr-ular de esta cepa desarrollaba lesiones p d e n t a s  en 

el punto de moculación, y no lesiones neumónicas (MacOwan, 1984). Las lesiones neumónicas 

sí se producían después de la inoculación intranasal (aerosol), observándose pleuroneumonía 

en cabra y neumonía en oveja. Estas lesiones diferian claramente de las características - propias - 

de la PNCC clásica, por lo que se concluyó que Mmc es el agente causal de lesiones a N 
- 

pleuroneumónicas, pero no de la PNCC clásica (McMartin y cols., 1980; MacOwan, 1984). 
- 
m 
O 

- 
0 

Las técnicas actuales han permitido, en los Últimos años, reclasiíicar retrospectivamente 
m 

E 

O 

los aislamientos definidos originalmente como Mm, por lo que hoy en día existen dudas 
n 

razonables sobre el poder patógeno real de Mmi; (Cottew, 1979; McMartin y cols., 1980; 
a E 

Moulton, 1980; Cottew y Yeats, 198 1; MacOwan, 1984; DaMassa y cols., 1992). Así, Al- - - 
n 

Aubaidi y cok. en 1972 demostraron que la cepa Von, aislada en Nigeria por Longley (195 1) 
3 
O 

era diferente de la cepa PG3, y la clasificó como MmmLC. También, otras cepas aisladas en 

EEUU (Barber y Yedloutschnig, 1969; Jonas y Barber, 1969; Yedloutschnig y cok., 197 1; 

Pearson y cols., 1972; Nakagawa y cols., 1976), en Turquía (Cottew y cols., 1969) y la cepa 

denominada AQ aislada en Japón (Nakagawa y cols., 1976), clasiñcadas originariamente como 

Mmc, fueron reclasificadas como MmmLC (Thigpen y cok., 1981; DaMassa y cok., 1992). 

Sin embargo, los chequeos serológicos en explotaciones caprinas han demostrado que Mmc 

se encuentra ampliamente &fuidido con cazcter endemico en ciertas m a s  del mundo, en las 

que causa una enfermedad parecida a la PNCC clásica (Jones y Wood, 1988). 

En los Últimos años han sido muy escasos los aislamientos de este micoplasma, por lo que 

existe muy poca información adicional sobre la patogenicidad de este microorganismo. La 

enfermedad producida por Mmc se caracteriza por afectar casi exclusivamente a la cavidad 

torácica, pudiéndose presentar en una forma septicémica pasajera, aunque no es fiecuente 

encontrar otra sintomatología orgánica (Jones, 1989; DaMassa y cols., 1992). 

Excepcionalmente, Mmc ha sido aislado de mama (Perreau y cols., 1972). En los brotes 

naturales de la &medad el curso puede ser agudo o crónico. En el primer caso, se observan 



dificultades respiratorias, con respiración abdominal ruidos, tos y un aumento del reflejo 

tusígeno. En el segundo caso, los smtomas respiratorios son menos manifiestos y dificiles de 

detectar, pudiendo pasar desapercibidos (Jones, 1989; DaMassa y cols., 1992). 

La reproducción experimental de la enfermedad se ha conseguido mediante inoculación 

por vía intratraqueaYendobronquiaJ, mduciéndose lesiones pleuroneumónicas muy parecidas 

a las descritas en la infección pulmonar por MmmLC. En todos los casos se presentó la 

mflamación en el punto de inoculación, con fiebre y sintomatología respiratoria aguda (Ojo, 

1976a). Roddguez (1993) reprodujo experimentalmente lesiones pleuroneumónicas al inocular 

simultáneamente los micoplasmas Mmc y MmmLC por vía mtratraqueal en cabritos de siete 

días de edad, mientras que en animales de 3-4 meses sólo se desarrollaron lesiones 

bronconeumónicas. 

Las lesiones observadas tras la mfección con M w  se encuentran normalmente limitadas 
- a pulmón, pleura y pericardio, siendo muy parecidas a las desarrolladas por MmmLC. 

Macroscópicamente, los lóbulos pulmonares muestran distintos grados de hepatización, con 

moderada dilatación de los septos interlobulillares. La pleura de los lóbulos afectados se a 

presenta con frecuencia cubierta por membranas de fibrina y 3:"wmias al diafiagma, - O m 

pericardio y pared torácica, siendo constante la presencia de hiQu16m; normalmente turbio 
- O m 

E 
y rojizo. El pericardio aparece engrosado con aspecto blanquecino debido a la presencia de O 

fibrina. Los ganghos Waticos regionales, especialmente los bronquiales y mediastínicos, se n 

E 

observan aumentados de tamaño, edematosos y hemorrágicos. Histopatológicamente, las áreas a 

del pulmón afectado muestran congestión de los septos alveolares, edema alveolar intenso, n n 

n 

bronconeumonía purulenta aguda, plewitis fibrino-purulenta aguda y pericarditis fibrinosa 
3 O 

(Kaliner y MacOwan, 1976; MacOwan, 1976; qjo, 1976a). 

La inoculación intracanalicular da lugar a una mamitis unilateral con contenido purulento 

en los achos mamarios y un aumento de tamaño de los ganglios linfaticos retromamarios (Misri 

y cols., 1988). En los animales inoculados intracanalicularmente se observó una mamitis 

purulenta ditusa con marcada descamación y exudación de neutróñlos, evolucionando la lesión 

&mta lwx ?ruTn;tis i ~ t o ~ i c i a l  crónica con atrofia y fibrosis del parénquima mamario (Kaliner 

y MacOwan, 1976; MacOwan, 1976; Ojo, 1976a; Misri y cols., 1988). 

En el ganado ovino se ha aislado Mmc de pulmón de corderos con neumonía (Sreelamulu 

y cils., 1987). Tras la inoculación experimental se obsavó una nciunonía intersticial, lesión que 

lbs autores consideran específica, ya que previamente se emplearon antibióticos para impedir 

la colonización bacteriana secundaria que evitaría la presencia de un exudado celular y 

fibrinoso, que los autores atribuyen a la contaminación de agentes secundarios. 



2.4.4 Neumonía producida por Mvcoulasma cavricolum su bespecie ca_oricolum. 

de T"f - @& y 1337 j se eumqGíi& 
con la realizada por Tully y cols.en 1974 para M. capricolum. El ADN de M. capricohun subsp. 

capriwhimpresenta un 80% de homología con respecto al del antiguo M. Biotipo F38, por lo 
. . 

que tras diversos estudios (Chnstiansen y cols., 1982; Erno y cok., 1983; Costas y cok., 1987; 

Bonnet y cols., 1993) se han considerado los antes denominados M. capricohim y M. Biotip~ 

F-38 como subespecies dentro de una misma especie, pasando a denominarse M. capricolum 

subsp capricohun y M. capricolum subsp. ~ripneumoniae respectivamente (Leach y cols., 
1993). 

Este micoplasma es especialmente patógeno para el ganado caprino, aunque también se 

ha aislado del ganado ovino y bovino. Prácticamente todas las cepas aisladas son patógenas, 

causando cuadros agudos que afectan a animales de todas las edades y, en especial, a los más . .*. . jóvenes, en ios que la morouiaad y mortaiidad son mayores. Las i ~ - 5 b e s  m á s  fiecuenies 
a 

consisten en poliartritis y mamitis, y, con menor frecuencia, n e w  . 2ihs (DaMassa y cok., - 
m 

1983b, 1984 y 1992; Bolske y cols., 1988). 
O 

- 
0 
m 

En inoculaciones experimentales por vía parenteral, M. caykolum subsp. cayicolum 

produce una enfermedad normalmente aguda, caracterizada por hipertermia marcada, signos n 

E 

de neumonía, poliartritis y mamitis. Esta especie produce septicemia, persistiendo el a 

micoplasma en las articulaciones si el animal sobrevive (DaMassa y cols., 198%). En los 
n n 

n 

cabritos infectados experimentalmente por vía oral se puede observar una neumonía diferente 3 O 

a la obsewada en la PNCC clásica, que raramente va acompañada de pleuritis y10 de poliartritis 

(DaMassa y cols., 1983b). 

En los animales jóvenes infectados, los pulmones presentan zonas atelectásicas junto a 

zonas de consolidación rojizas, pudiendo aparecer alguna adherencia entre los lóbulos y un 

abundante líquido serohemorrágico en la cavidad torácica. Las lesiones microscópicas en el 

pulmón consisten en una neumonía intersticial dfisa con aumento evidente del número de 

leucocitos en las paredes alveolares (DaMassa y cols., 19832, y 1987b; Cordy, 1984). 



L 

2.5.1 Neumonía producida por Mvcodasma ovipneumonia~ 

.M. oviuneumoniae 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, así para Goltz y cols. en 1986, M. ovipneumoniae causa 

neumonías agudas y crónicas y pleuritis en el ganado caprino. Las moculaciones experimentales 

realizadas con M. ovipneumoniae por vía endobronquial producen signos de enfermedad en 

animales jóvenes y adultos (Goltz y cols., 1986). Sm embargo, otros autores lo consideran 

apatógeno para el ganado caprino, al haberlo aislado con fiecuencia de pulmones de animales 

sanos (DaMassa y cols., 1992). También hay autores que lo consideran apatógeno para los 

&os, después de haberlo inoculado solo o conjuntamente c~ P. haemolytice (Davies y cols., 

198 1; Buddle y cols., 1984). 
a 
N 

- 
En un estudio experimental con macerados de pulmón que contenían M. ovipneumoniae, m 

O 

se observaron lesiones en el 50% de los animales, que consistieron en una neumonía exudativo- 
- 
0 
m 

E 

proüferativa intensa. Por el contrario, la inonilación de las cepas después de haberlas cultivado . O 

indujo lesiones en el 21% de animales, indicando así la atenuación de M. ovipneumoniae por n 

E 

pases en cultivo. Las lesiones macroscópicas se caracterizaron por el engrosamiento pleural, 
a 

n 

adherencias y abundante líquido amarillento en la cavidad torácica. El parénquima pulmonar 
n 
n 

situado bajo la zona de pleura afectada presentaba un color rojo-pardusco y una consistencia 
3 
O 

firme (Goltz y cols., 1986). Las lesiones microscópicas descritas fueron pleuritis 

fibrinopurulenta con bronquiolitis y aheolitis (Goltz y cols., 1986). En otros casos, se ha 

observado una neumonía leve con atelectasia y engrosamiento de los septos mteraheolares, 

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

- 2.5.2 Neumonía producida por Mvcoplasma a~alactiae 

Aunque este micoplasma está implicado fiecuentemente en el denominado "Síndrome de 

Agalaxia Contagiosa" de la oveja y de la cabra en periodos de lactación, también ha sido 
aislado de vías respiratorias (Gupta y cols., 1984). Algunos estudios experimentales han 

demostrado que M. a~alactiae puede provocar por vía mtratraqueal, neumonías en cabritos de 

2 a 4 meses de edad. Sin embargo: la mortalidad en estos trabajos fue muy escasa, 



manteniéndose el micoplasma en el pulmón de los animales que sobrevivieron (Guha y Verma, 
- 1987a). Histopatológicamente, las lesiones encontradas fueron de tipo neumónico con distinto 

grado de mtensidad. Los capilares septales mostraron congestión con exudación serosa o 

serofibrinosa y abundantes macrófhgos aiveo-mes. ¿as iesiones pieuroneumónicas sóio han sido 

descritas en un caso (Cottew, 1984). 

Del pulmón del ganado caprino han sido aislados otros micoplasmas apatógenos. Estos 

a M. coniunctivae, Acholeplasma la' son M. a -  idlawii, y Acholeplasma oculi (Cottew y 

~ e a t s ;  1982; Jones, 1983; Hazell y cols., 1985). 

2.7 NEUMONíAS POR PASTEURELAS EN EL GANADO CAPRINO Y OVINO 

P. haemolytica y P. nnihocida son las dos especies de Pasteurelh r;, - i:xmtrado 

con mayor fiecuencia en pulmones de ovinos y caprinos. La distribución dc m a s  es mundial, 

siendo la prevalencia de P. haemolytica superior en los pequeños rumiantes (Carter, 1967; 

Gilmour, 1980). Comparativamente, los aislamientos de P. haemolytice y P. multocida en 

brotes neumónicos han sido descritos con mayor fiecuencia en el ganado ovino que en el 

c a p r k ~  ( J G ~ s  y c&., !9?g J 19822 ; !mes, 1989). 

Las infecciones dobles, bien virus y Pasteurella -p. o Micoplasr;, .J;L más Pasteurella 

a, mducen los cuadros lesionales más graves en estos animales (Da\-. . . ¿pis., 1977, 1981 

y 1982; Sharp y cols., 1978; Al-Darraji y cols., 1982). Así, la moculaclc r xperimental de E, 

haemolyiica provocó una bronconeumonía pden ta ,  con presencia de múíriples abscesos con 

centros necróticos próximos a bronquios, ima pleuritis fibrinosa, y una bronconeumonía aguda 

necrotizante cuando se inoculó previamente el virus Parainfluenza 3 (Davies y cols., 198 1 y 

1982; Buddle y cols., 1984). 



La infección conjunta de M. ovipneumoniae y P. haemolytice indujo una neumonía 

crónica acompañada, en algunos casos, de pleuritis (Jones y cok., 1978). En la neumonía 

atípica de la oveja, el aislamiento negativo de P. haemolytica ha sido interpretado como una 
A l;n-'A- A n  n c + n  hnt+nAn A, 1,- lnc4,-no -..l-,n,m +nlnAA, n i  m:-, F-X--, 
LOyLlL4 GLILIlLLlOU1Ull U G  GJLO UOULG1LO U G  ULD IGJlUllGD YUIIIlUllQIC43 Lill IbULU1Ull #U llll3LllU L G l l U U G l l U  

de eliminación de M. owneumoniae (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 patógeno de P, 

multocida y de P. haemoljica 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 -p. en animales aparentemente sanos 

y en animales enfermos. 

Doutre y Perreau (1983a) aislaron 3 cepas de M. a r e  21 cepas de P. multocida y 24 

cepas de P. haemolytica de animales asintomáticos. En todos los casos, los aislamientos se 

realizaron a partir de muestras de senos nasales, laringe y tráquea, siendo negativas las 

muestras procedentes del parénquima puhnonar. De esta forma concluyeron que las neumonías a 

por Pasteurellas sg. se deben a la complicación de las lesiones producidas por otros agentes. - 
m 
O 

Igualmente, estas bacterias han sido aisladas de brotes de PNCC clásica, así como de lesiones - O m 
- E 

pulmonares de las que se aislaron MmmLC y Mmc (Bolske y cols., 1989; Rodríguez, 1993). O 

n 

Hasta el artículo publicado por Borgman en 1955, las enfermedades producidas por E E 
a 

multocih y P. haemolytice en el ganado caprino íheron atribuidas exclusivamente a E n 
n 

multocida (Hayashidani y cok., 1988). En 1960 Gourlay describió el primer caso en el cual se 
n 

3 

asociaba el aislamiento de P. haemolytica a lesiones neumónicas en cabras, sin que se aislaran 
O 

otros microorganismos (Hayashidani y cok., 1988). Posteriormente, Mugera y Kramer en 1967 

describieron un brote agudo de neumonía causada por P. haemolytica que afectó a un total de 

20 cabras, muriendo 12 de forma aguda con síntomas respiratorios. Las lesiones encontradas 

se localizaron en pulmón, pleura y pericardio. El pulmón mostró zonas neumónicas en los 

lóbulos apicales y medios, con septos mterlobulillares engrosados y de aspecto edematoso y 

íibrinoso, afectando a la pleura de la misma forma. En el estudio histopatológico, los alvéolos 

se encontraron con abundante edema proteináceo junto a linfocitos, neutrófilos, macrófagos 

alveolares y células epiteliales descarnadas. En la pleura se observó una inflamación fibrino- 

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

En inoculaciones experimentales por distintas vías se ha descrito que algunos animales 

murieron mostrando una pleuroneumonía fibrinosa, con septos interlobulillares dilatados 

conteniendo líquido serofibrinoso, bronquios repletos de un exudado gris-amarillento y la 

pleura cubierta por membranas de ñbrina en las zonas más afectadas. El parénquima pulmonar 

presentó una coloración rojiza y de consistencia firme. Histopatológicamente, la lesión se 



caracterizó por la presencia de distintas fases evolutivas neumónicas, de distribución lobulillar 

con afectación de la pleura. En muchos animales se desarrollaron lesiones crónico-proliferativas 

con engrosamiento de los septos interaheolares conteniendo abundantes leucocitos, 
m&ilce ledones ne--bicas p"r--osás @"fUgeia y fGfGáÍ1íer7 

1967; Ngatia y cols., 1986; Hayashidani y cols., 1988). La inoculación mtratraqueal de una 

cepa de P. haemolytica biotipo T provocó neumonía en algunas cabras, pero estas 
- 

observaciones son difícilmente interpretables debido a que se produjeron infecciones 

concomitantes por otros microorganismos como P. multocida (Ngatia-y cols., 1986). 

Bajo el término genérico de Neumonía Enzoótica se agrupan dos formas de neumonía 

presentes en grupos de animales jóvenes mantenidos en estrecho contacto. La importancia a 

relativa de cada una de estas dos formas, una bronconeumonía exudativa aguda y una = m 
O 

neumonía broncomtersticial más crónica, difiere en función de la especie animal afectada (Jubb - 
0 m 

E 

y cols., 1993). 

2.8.1 Neumonía enzoótica en vacuno. 

En vacuno esta enfermedad se atribuye a la acción sinérgica de vznos virus, micoplasmas 

y bacterias, io que condiciona ios cambios morr^oiógicos descíj': :, 1: considerado como 

agentes víricos más importantes el virus respiratorio sincitial boG#.o 1, el virus Parainfluenza 

3, evidenciándose que la neumonía aguda es iniciada por la infeccim vínca (Jubb y cols., 

1993). 

En la mayoría de los casos se describe además una bronconeumonía aguda de origen 

bacteriano. Aunque se han aislado más de 20 especies diferentes de bacterias asociadas a este 

tipo de lesión, las más importantes son-v Pasteurella multocida. Otras 

bacterias aisladas en menor medida son Str qtobacillus actinoides, Actinomyces pyo~enes y 
E. coli. También ocasionalmente pueden aislarse clamydias (Jubb y cols., 1993). 

Diversas especies de micoplasmas, especialmente M. bovis, M. dispar, y Ureaplasma sps 

contribuyen igualmente a la forma aguda de neumonía enzoótica, junto con los virus y bacterias 



antes mencionados. Los micoplasmas también son importantes como agentes asociados a la 

forma crónica de neumonía enzoótica. Histológicamente la lesión consiste en una neumonía 

broncointersticial crónica con componente exudativo y proliferativo. En los estadíos más 

~~tí í ims ia iesión más reievante es el estrechamiento de ios bronquioios ciebicio a ia presencia 

de intensas linfoproliferaciones (Jubb y cols., 1993). 

2.8.2 Neumonía enzoótica en ovino. 

Esta enfermedad presenta una gran similitud con la neumonía enzoótica del vacuno. La 
forma aguda se corresponde con la pasteurelosis neumónica, mientras que la forma crónica, 

enzoótica o neumonía broncomtersticial, presenta una gran similitud con la descrita en vacuno 

y . porcino. - Dado que el término neumonía enzoótica se usó inicialmente sólo para referirse a 

la pasteurelosis neumónica de la oveja, otros términos como neumo~íw intersticial proliferativa, 

neumonía exudativa proliferativa, neumonía atípica y neumonía c.rÓ;-~-a no progresiva, se han 

utilizado para referirse a la forma crónica. Para evitar confusiones, esta forma crónica debefía 

denominarse también Neumonía Enzoótica, al igual que en vacuno y porcino (Jubb y cols., 

1993). 

La neumonía atípica (NA) de la oveja, así denominada pan riiferenciarla de la 

Pasteurelosis o Neumonía Enzoótica Clásica y generalmente mor:.: . . . .;:;;da por primera 

vez en 1963, siendo definida por su cuadro anatomopatológico (S 1: -, .. iicbet, 1963). - 

La NA es una neumonía exudativa y proliferativa en la que aparece una consolidación 

parcial o total de los lóbulos anteriores de los pulmones, observándose en ocasiones pleuritis. 

La enfermedad, que afecta a animales de 2 a 12 meses de edad, es crónica, no progresiva, 

generalmente subclínica y raramente mortal (Jones y cols., 1979). 

a ~ a n t n  8 &&& & la -n_f-&&A =&&&E qp;es qce b t e ~ i a a  m h NLo 
son M. ovipneumoniae y diversos serotipos de Pasteurella haemolsica, aunque ocasionalmente 

pueden aislarse otros organismos como Bordetella oarapertussis 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 asociación entre la presencia de M. ovipneumoniae y las lesiones de NA 

(Jones y cols., 1979), así como la reproducción experimental de la enfermedad mediante 

moculación de homogeneizados pulmonares con este microorganismo, contriiuyen a establecer 
a M. ovipneumoniae como el agente primario de la NA (Alley y Clarke, 1979; Gilmour y 



cols.,1979). Sin embargo, este microorganismo es un patógeno facultativo que induce 

alteraciones patológicas 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 moculada en los pulmones de ovejas de más de 2-3 meses de edad (Gilmour y cols., 

1979). Sin embargo, 4 se inoculan intranasal o intratraquealmente a una dosis baja de lo4 

microorganismos cultivos u hornogeneizados de pulmón con M. ovipneumoniae 

simultáneamente, o siete días antes que P. haemolytica se inducen síntomas de--neumonía aguda 

(Jones y cols., 1978, l982a). 

Otros microorganismos se han asociado con la NA, tales como M. ar-ginini, Chlamvdia 

psittaci ovis, Pasteurella d o c i b  y Acholqlasma oculi Los hallazgos de campo sugieren que 

M. arginini no produce ni modiñca la neumonía crónica ovina, pero puede localizarse y 

desarrollarse en los pulmones de ovejas sometidas a malas condiciones de manejo. La 
. . 

inoculación experimental en pulmones de ovejas con M. argmmi no produce colonización 

pulmonar ni enfermedad (Jones y cols., 1982b). Fruto de estos mismos trabajos se dedujo que 

las clamydias carecían de un papel relevante en las neumonías crónicas ovinas. Otros 

microorganismos como P. d o c i d a  y Acholeplasma oculi han sido aislados en raras ocasiones 

a partir de pulmones de ovejas neumónicas. No se ha descrito aislamiento vírico alguno en 

casos de NA pero en un estudio realizado en corderos estabulados, los datos serológicos 
- 

indicaron que la infección con virus parainfluenza 3 precedió a la localización pulmonar de 

micoplasmas y bacterias, así como al desarrollo de la NA (Jones y cols., 1979). Esto sugiere 

que, bajo condiciones naturales, el virus P13 puede tener a veces importancia en el inicio de la 

enfermedad. 

La NA puede - afectar al 40% de los corderos del rebaño, pero los síntomas son 

generalmente ligeros y pueden pasar desapercibidos. Los signos principales son: tos crónica 

acompañada de disuea o hqieqmea, k j o  nasal mucopurulento y depresión. Pueden producirse 

mates esporádicas. Los trabajos experimentales demuestran que la gravedad de los síntomas 

está condicionada a la presencia de P. haemolytica. Cuando las bacterias están ausentes no se 

desarrolla fiebre, apreciándose ésta durante 2-5 díasdespués de su inoculación. La depresión 

acompaña a la fiebre y la muerte se produce en un 10-25% de los animales entre los 2-90 días 

postinfección (Jones y cols., 1982b). 

Las lesiones de NA están limitadas generalmente a los lóbulos apical y cardíaco y con 

menor fi.ecuencia, a los bordes anteriores de los lóbulos diafiagmáticos del pulmón. Al realizar 

cortes del tejido consolidado se pueden observar nódulos de color gris blanquecino, 

frecuentemente prominentes, en la superficie de corte. A veces se observa una pleuritis 



caracterizada por la aparición de fibrina o adherencias. 

Al realizar la descripción original de la NA (Stamp y Nisbet, 1963) se consideraron dos 

formas histológicas de la enfermedad, la neumonía mtersticial y la híperplasia linfoide. La 

neumonía mtersticial era la más común, apareciendo en un 90% de los casos observados, y sus 

características macroscópicas y microscópicas son las anteriormente descritas. Entre las 

respuestas tisulares observadas destaca la hiperplasia lifoide nodular y la hiperplasia epitelial 

bronquiolar, así como el aumento de células mononucleares, mayoritariamente linfocitos, en 

los septos alveolares. Algunos alvéolos pueden estar colapsados, pero la mayoría contienen un 

exudado en el que los macrófigos son una característica constante, siendo las agrupaciones de 

neutróñlos de aparición variable. Rara vez se observa una pseudoepit:~ación de los alvéolos 

como consecuencia de una hiperplasia de neumocitos tipo 11. Una lesien histológica típica de 

la NA es la presencia de cicatrices nodulares situadas entre, o muy próximas, 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 fiecumcia dos 

meses después de h intfccion ( m o u r  y cois., 1982j. Ei exudado desa?lrecin hacia los tres 
a 

meses después de la infección, coincidiendo con la imposibilidad de, * r~~~ de N 
- - 
m 
O 

los pulmones. Sm embargo, la hiperplasia linfoide nodular parecía í , :Y - - 
0 

resultó ser la principal característica al h a 1  de un período de o b ~  
m 

3, E 
O 

siendo entonces cuando el exudado de macrófagos y la hiperplasia epikiañ b~onquioh 
n 

suñieron aparentemente una regresión. Una característica signiñcativa h e  que M. 
- a E 

pvkneumoniae se aisló de los pulmones en estas últimas fases. 
2 

n n 

n 

La hiperplasia linfoide, segunda forma de la NA según la des~fi~;~ich original (Stamp y 3 o 

Nisbet, 1963), se caracteriza por la presencia de extensos manguitos de tejido linfoide 

rodeando las vías aéreas y un ligero exudado de macrófigos en los alvéolos próximos. Esta 

forma de lesión se ha observado en corderos jóvenes antes de la edad a la cual aparece 

corm'uimente la NA (Jones y cok, lY'fYj, y en ias dtimas fases de resoiución de h neumonía 

exudativa proliferativa (Gilmour y cols., 1982). En ambos casos, M. ovipneumoniae resultó ser 

el Único microorgani,rmo aislado, concluyendo que la hiperplasia linfoide es una manifestación 

común y generalmente tardía de la infección pulmonar por este micoplasma. 

2.8.3 Neumonía enzoótica en porcino. 

Este término en porcino se considera sinónimo de Neumonía Enzoótica Micoplásmica. 

Los micoplasmas aislados m á s  frecuentemente son M. hvopneumoniae y M. hyorhinis, 

especialmente el primero de ellos. Otros mollicutes como M. flocculare y Urea~lasma -2. - - 



pueden aislarse ocasionalmente de estas lesiones. Simultáneamente se han descrito 

principalmente Pasteurella mult ocida, Actinomyces pygena ,  - , 
Stre~tococcus m -P., ~taphvlococ~cus spg y Klebsiella spp, y Bordetella bronchis-t ica (Jubb y 

cok., i993 j. 

La lesión macroscópica más importante en este tipo de neumonía es una consolidación de 

la región craneoventral del pulmón, incluso en ocasiones pequeños nodulitos en el centro de 

lobulllos atelectásicos indican la presencia de tejido linfoide peribronquiolar (Jubb y cols., 

1993). 

Histológicamente la lesión consiste en una neumonía catarral broncomtersticial con 

Woproliferación periironquial, periironquiolar y perivascular en las fases más crónicas. En 

los casos más graves los nódulos linfoides hacen prominencia sobre la muscular de la mucosa 

y ocasionan un estrechamiento de la luz de las vías aéreas, e mcluso 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 acúrmilo de exudado en su luz, compuesto a 

fundamentalmente por macrófagos alveolares (Jubb y cok., 1993). - O m 

- 
0 
m 
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2.9 DEMOSTRACION INMUNOHISTOQU~MICA DE MICOPLASMAS EN n n 

n 

TEJIDOS FUADOS 3 O 

El diagnostico iaboratod de las inÍÍcciones por niicophsms está basado e~ m 

aislamiento a partir de tejidos infectados y en la identiñcación subsiguiente de las especies 

implicadas mediante pruebas bioquímicas y serológicas, como son la bh$iciÓn de crecimiento 

e inhibición del metabolismo (Erno y cols., 1978; DaMassa y cois., i986j. 

Erno (1977), en su trabajo sobre la identificación de micoplasmas de pequeños nimiantes 

empleó la técnica de la inmunofluorescencia mdirecta (IFI) sobre colonias, concluyendo que 

los antisueros policlonales pueden utilizarse con esta finalidad, pudiendo obviarse alguno de 

los test bioquímicos necesarios para caracterizar algunos micoplasmas. Otros autores (Al- 

Aubaidi y cols., 197 1; Emo, 1977; Tnchard y cok., 1989) han empleado la técnica de IFI para 

la identificación 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 micopiasmas se presentan en cultivos mixtos (Tes$er y Yeo!íxuts&~g, 1972; Tevsh, 



1973). Sin embargo, la IFI tiene inconvenientes cuando se utiliza sobre tejidos, al no poder 

identificar microorganismos individuales, lo que sí pueden hacer las técnicas de 

inmunoperoxidasa (Hill, 1978). De esta forma se establece la posiiilidad de una mayor 

En pulmones de ratas infectados con M. pulm 
-S onis se observó que la técnica de 

inmunoperoxidasa (IP) y de inmunofluorescencia (IFI) detectaban específicamente 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 empleó entonces para 

realizar un estudio retrospectivo de M. pulmonis en muestras fijadas en formol, observándose 

la inmunorreacción en las mismas localizaciones que las descritas en los animales inoculados 

experimentalmente (Hill, 1978). 

El empleo de estas técnicas para la demostración de micoplasmas en tejidos infectados 

$multáneamente por distintas especies de micoplasmas ha sido realizado por Polak-Vogelzanag 

y cols. (1978) y Martín de las Mulas y cols. (1990), llegando a lupotetizar, en algunos casos, ji - 
la posibilidad de diferenciar micoplasmas "in situ", lo que obvian's problemas en el clonaje - 

2 
z 

cuando coexisten en el medio micoplasmas con diferente velocidad de crecimiento (Martm de 
- - 
0 m 

las Mulas y cols., 1990). 
- 

u 

El estudio inrminohistológico mediante la técnica de la Streptavidina-Biotina-Peroxidasa 
h 

en u .  trabajo experimental (Rodríguez, 1993), demostró la mayor implicación de los 
u u 

micoplasmas en las lesiones pleuroneumónicas fiente a la participación menos relevante de P, 9 
5 

rmiltocida. Sin embargo este método no estan específico como el método de la inhiiición del 

metabolismo, a la hora de identificar subespecies de micoplasmas cuando se utilizan antisueros 

políclonales (Rodríguez, 1993). 

En el ganado porcmo se han utilizado estas técnicas (IP y Fj para ei &agnóstico de Iti. 
hvopneumoniae y M. hyorhinis en pulmones mfectados de forma natural y experimental. En los 

animales inoculados experimentalmente, la inmunopositividad se localizó en las luces de 

bronquios y bronquiolos primarios (Meyling, 1971; Bruggmann y cols., 1977; A m a .  y cols., 

-1984). Doster y Lin, en 1988, utilizaron la técnica ác mnmoperoxidasa y la de 

inmmofhiorescencia para el diagnóstico de M. hyoyneumoniae en plmones fijados en formol, 

con resultados similares en las células epiteliales de bronquios y bronquiolos, e 

intracelularmente en macrófhgos, resultando la IP más sensible que la IF. 

En el ganado bovino también se han utilizado las técnicas de inmunoperoxidasa e 

inmunofiuorescencia para la detección de micoplasmas. La técnica de la inmunofluorescencia 

ha sido empleada sobre imprentas de parénquima pulmonar, contenido de secuestros 

pulmonares y Xquido píeurai en jnfecciones ei 'rvImmSS. Los resultados fueron po&i--vos m -m 



96% de los animales fiente a un 64% en el aislamiento del micoplasma (Trichard y cols., 1989). 

Con técnicas de mrminoperoxidasa se obtuvieron resultados positivos en el tracto respiratorio 

pulmonar, en macrófigos alveolares y en la periferia de los focos de necrosis (Ferronha y cols., 

1988 j. 

En lesiones pulmonares causadas por M. bovis se detectaron mediante técnicas de 

intmmoperoxidasa, observándose antígenos de estos microorganismos asociados a la banda de 

piocitos que delimita los focos de necrosis. También se obsend pos i t~dad en la hiz de los 

bronquios y bronquiolos, y, en algunos casos, entre las célulis epiteliales de los bronquiolos 

(Thomas y cols., 1986; Gourlay y cols., 1989). Igualmentz, se detectó P. haemolyíica en 

pulmones infectados con M. bov& observándose 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. multoci& y E 
-a en infecciones naturales y experimentales también han sido estudiadas con la 

técnica de la mmiinogeroxidasa empleando anticuerpos po1iclansi:es creados en conejos. Con 

esta técnica se han demostrando antígenos en el citoplasma de neutróñlos y macrófhgos en 

distintas zonas del pulmón y de la pleura. Fue muy caractr&tica la presencia de estos 

microorganismos en las áreas limítrofes de los focos de necrosis (Haritani y cols., 1989a,b y 

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

' 2.10.1 Descripción y evolución histórica. 

La primera descripción de la bacteria actualmente conocida como CAR-bacillus (Cilia 

Associated Respiratory Bacillus#Ganaway y cols., 1985) se realizó en 1980 por van Zwieten 

y cols. al estudiar el aparato respiratorio de ratas de laboratorio afectadas de enfermedad 

respiratoria crónica murina (CRD). El estudio histopatológico de las lesiones observadas en 

este brote natural evidenció linfoproliferaciones peribronquiales, a 4  como bronquiectasias y 
bronquioloectasias. El borde ciliado de las vías aéreas afectadas se observó mucho más basófilo 

de lo normal y la técnica Warthm-Starry demostró unas bacterias largas, filamentosas, alineadas 



perpendicularmente sobre la superficie del epitelio traqueobronquial, situadas entre los cilios 

y con una morfología similar a los mismos. 

Con el microscopio electrónico se confirmó su localización y la estructura de estas 

bacterias ñlamentosas, con un diámetro medio de 210 nm, presentando un estrechamiento de 

hasta 155 nm en porción 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 observó 

una pared celular externa tnlammar de 15 nm de espesor, separada por una zona adielectrónica 

de 8 nm de una membrana celular mterna de 9 nm. 

Esta descripción inicial no diñere de la realizada por MacKenzie y cols. en 198 1 quienes 

describieron estas bacterias filamentosas en los bordes ciliados de la mucosa nasal, trompas de 

Eustaquio, tráquea, bronquios y bronquiolos de ratas salvajes con enfermedad respiratoria 
- 

crónica. Estos mismos autores decribieron también la presencia de estas bacterias en una 

colonia de Mystromis albicaudatus, en conejos y en un ratón. Igualmente observaron el bacilo 

en una diapositiva de una rata afectada por micoplasmosis respiratoria crónica correspondiente 

a un caso recibido en el Instituto de Patología de las Fuerzas Armadas (USA) en 1958. a 
- 
m 

Ganaway y cols. en 1985 propusieron la denominación de Cilia Associated Respiratory 
O 

- 
0 

(CAR) Bacillus, al estudiar las vías respiratorias de ratas afectadas de enfermedad respiratoria . 

crónica y realizar el primer aislamiento. Las bacterias observadas presentaron una localización 
O 

o 
n 

y estructura similar a la descrita por los autores antenores. Sus caracteristicas tmtoriales fiieron E 
a 

las de un microorganismo Gram negativo y PAS negativo, presentando una tinción muy débil 
n n 

con anilinas básicas, si bien se demostraron ficilmente con la técnica de plata Warthm-Starry. 
n 

3 
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El tratamiento con calor (56°C durante 30 minutos) destruyó la infectkidad del bacilo. 

Igualmente se demostró su resistencia a la congelación/descongelación , a la conservación a 

-70°C y al mantenimiento a 23OC en fluido alantoideo durante al menos 7 días. 

Los intentos de cultivar los CAR-bacilli en medios artificiales no celulares resultaron 

infructuosos. Ganaway y cols. (1985) lograron aislarlos mediante la inoculación de huevos 

embrimildos de gdha  via alantoidea con lavados y rapados de tráquea y bronquios, 

fundamentándose en que el saco alantoideo está tapizado con células endodémicas asociadas 

con la respiración. Después de tres pases en huevo embrionado se consiguió demostar 

ultraestructuralmente la colonización del epitelio alantoideo por CAR-bacilli, los cuales se 

demostraron estructuralmente mediante la técnica de Warthin-Stany. 

El estudio de Ganaway y cols. constituyó también el primer diseño experimental de 

transmisión del CAR-bacillus a ratas no mfectadas mediante inoculación intranasal de raspados 

y lavados de los bronquios de ratas infectadas, induciendo lesiones típicas de CRD, esto es, 

acúmulos de células linfoides alrededor de bronquios, bronquiolos, y diversos grados de 



bronconeumonía catarro-purulenta. 

Posteriormente se llevaron a cabo varias infecciones experimentales en ratas (Matsushita 

y Joshima, 1989; Matsushita, 1991; CundifFy cols., 1994), ratones (Matsushita y cols., 1989; 

Shoji-Darkye y cols., 1991), conejos (Matsushita y cols., 1989; Shoji-Darkye y cols., 1991; 

Cundiffy cok., 1994), cobayas (Matsushita y cols., 1989; Shoji-Darkye y cols., 1991), hámster 

sitio (Shoji-Darkye y cols., 1991), a 4  como nuevas descripciones de infecciones naturales en- 

conejos (Waggie y cols., 1987; Kurisu y cok., 1990) y en ratas salvajes (Brogden y cok., 

1 9 9 3 ) , c o ~ d o s e  las descripciones morfológicas previas,con alguna  diferencia en relación 

a su longitud, como fue el CAR-bacillus en conejo (Schoeb y cols., 1993; C u n W y  cols., 

1994), más corto que el aislado de ratas, con 3-5 micras de longitud y uua mayor motilidad. 

Se describió 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 adhesión 

y colonización del CAR-bacillus (Kurisu y cols., 1990; Matsushita, 199 1). 

f is t ie  y cols. descfibieron en 1YY3 dos tipos de bacilos adheridos ai epitelio ciiiacio dei 
a 

tracto respiratorio traqueal de bovinos. El primero h e  denominado como "short bacillus" - 
m 
O 

(bacilo corto) presentando una pared celular gruesa típica de las bacteriw Gram positivas, con 
- 
0 

una formación superficial espaciada regularmente (13 nm) de naturale2.t . * *  ~proteica en la que 
m 

E 

O 

se determinaron manosa, galactosa y N-acetilgalactosamina. Las dimm :lb mes medias de este 
n 

bacilo fueron 214 nm de diámetro y 0.85 micras de longitud. 
a E 

n 

El otro bacilo, observado en mayor número, 6ie denominado "ñlamentous bacillus" (bacilo n 
n 

ñlamentoso), con una pared celular tnlanmiar semejante a la presentada por las bacterias Gram 3 
O 

negativas y con una cantidad insignificante de polisacáridos en supe;5;.i-. Fue caracterizado 

como PAS negativo y sus dimensiones medias fueron de 253 nm de - - *  --,, y 4.3 micras de 

longitud. Mediante técnicas inmunohistoquímicas con oro coloid;, ia relación 
antigénica de este bacilo  ent toso con el CU-bacfflus descrito e r  , . 

Recientemente CAR-bacillus ha sido descrito en el epitelio ciliado de Ei tráquea de 12 

c.lh.;t~s be 3 meses de edad que h a b h  sido inocihdns con un aislado perteneciente al "enipo 

M. mycoides. Estos bacilos presentaron una longitud de 4 a 9 micras y un diámetro de 100-120 

nm en la base y de 180-200 en la zona media. Mediante microscopía electrónica prácticamente 

eran mdistinguiiles de los cilios, salvo por un pequeño engrosamiento apical característico de 

estos microorganismos (Fernández y cok., 1995). También han sido observados en el epitelio 

ciliado de las vías aéreas de pulmón de corderos, presentando unas características morfológicas 
idénticas a las descritas anteriormente en el ganado caprino (Fernández y cols., 1995). 

Schoeb y cols. en 1993 determinaron la secuencia del gen rRNA 16s de la cepa de 
referencia de CAR-bacilhs llegando a la conclusión de que esta bacteria presentaba similitud 

con íos géneros Fhvobacterium. Hexiiacter, Microsciiia y Sytopha~a, aunque el mayor grado 



de homología fue el presentado con Flavobacterium ferru&eum y Flexiiacter sand. Hasta 

el momento es diñcil establecer una clasificación precisa puesto que la taxonomía del grupo 

Fhvobacteriwn no está bien establecida. 

2.10.2 Aislamiento. 

Los primeros mtentos para aislar el CAR-bacillus en medios de cultivo rutinarios no 

celulares resultaron ~ c t u o s o s  (van Zwieten y cols., 1980; MacKenzie y cols., 1981). 

Ganaway y cols. en 1985 consiguieron aislar este microorganismo mediante moculación 

en huevos embrionados de gallina vía alantoidea con lavados y raspados de tráquea y bronquios 

de ratas infectadas, demostrándose ya en el tercer pase la presencia de CAR-bacilli mediante 

la utilización de Microscopía Electrónica. 

En 1992 Shoji y cok. describieron por vez p h e r a  el crecimiento del CAR-bacillus en un 

medio artiíicial, en el que tras ocho días de mcubación el número de CAR-bacilli fue treinta 

veces superior al número original El medio descrito consisitió en medio esencial mínimo Eagle 

(MEM) suplementado con un 10% de suero fetal bovino y un 20% de HTS (hamster tracheal 
organ culture soup). .La inoculación mtranasal en ratones de cepas de CAR-bacillus pasadas 

5-6 veces por este medio reprodujo las mismas lesiones que las descritas en la infección natural. 

En 1993 Schoeb y cols. demostraron que el CAR- bacimis podía ser nildbado con éxito 

en un medio de cultivo no celular compuesto por medio esencial mmimo Duibecco (DMEM) 

suplementado con 10% de suero fetal bovino (FBS), sin adición de células traqueales y 

tamponado con 25nM de HEPES (N-2-hidroXi-etilpq?eracma-N-2-acido etanosulfónico), 

demostrando ser tan eficiente como el cultivo en los medios celulares BALB13T3 llevados a 

cabo por otros autores (Schoeb y cols., 1993; CundifFy cols., 1994). El cultivo en este medio 

(DMEM con FBS) permitió el mantenimiento de los aislados de CAR-badus durante al menos 
20 p ases,- Las, ventajas de e t e  medio de oiltko el_rihgn en p e  pr~pnrcimir iing 5icmte be 

bacilos libres de componentes celulares para estudios de biología molecular así como se elimina 

una posible fiiente de contaminación. 



2.1 0.3 Diagnóstico serológico. 

Ganaway y cok. en 1985 realizaron por primera vez ia determinación de IgG &ente a 

CAR-bacillus mediante la técnica de ELISA, concluyendo que dicha técnica podía 
considerarse como específica y sensiile. Mediante esta técnica observaron que la 

seroconversión tenía lugar a las cuatro semanas postinoculación. 

La detección de anticuerpos &ente al CAR-bacillus mediante la técnica de 

inxmmofluorescencia indirecta (IFI) demostró la relación entre la detección de anticuerpos por 

IFI y el diagnóstico histológico de la infección. Estos autores concluyeron que esta técnica 

resultó específica y sensiile, observando seroconversión a las tres semanas post-infección, por 

lo que el examen histológico se puede establecer desde las dos primeras semanas tras la 

infección (Matsushita y cols., 1987). 

2.10.4 Lesiones. 

2.1 O. 4.1 Ratas. 

Las lesiones observadas en ratas en brotes naturales (van Zwieten y cols., 1980; 

MacKenzie y cok., 1981) coinciden con las descritas mediante la inoculación experimental 

intranasal (Ganaway y cok., 1985; Matsushita y Joshima, 1989; Matsushita, 199 1). 

En la experiencia llevada a cabo por Matsusuhita y Joshima en 1989, las ratas inoculadas 

mostraron tos, descenso de la actividad y perdida de peso a partir de las tres semanas 

postinfección. Las principales lesiones macroscópicas consistieron en focos atelectásicos en 

pulmón y la presencia de un fluido mucoide transparente en tráquea y bronquios. 

Microscópicamente, a partir del día 14 post-infección se demostró la presencia de CAR- 

bacilli sobre el epitelio ciliado y subsiguiente infiltración con células plasmáticas y linfocitos en 

la lámina propia de las vías aéreas y regiones periféricas, progresando las lesiones hacia vías 

aéreas superiores e inferiores. Se observó también esporádicamente una bronconeumonía 

purulenta asociada con un gran número de macrófigos y algunos linfocitos en alvéolos, 

hiperplasia del epitelio alveolar, no detectándose CAR-bacilli en las células alveolares ni en las 

células inflamatorias, lo que indica que la inflamación se expandió desde los bronquiolos 

afectados hacia los alvéolos periféricos. 



Estos datos coinciden con los obtenidos en la segunda experiencia (Matsushita, 1991), 

en la que se observó que el grado de lesión aumentó con el transcurso del tiempo, iniciándose 

aproximadamente hacia los 14 días post-infección. Los bronquios y bronquiolos ligeramente 

dedados mostraron un incremento en el numero de céiuias caiidormes y un descenso en el 

número de células de Clara, como consecuencia de -ma metaplasia. Los bronquios y 

bronquiolos más afectados presentaron un epitelio con una altura superior en tres veces a la 

normal; las células con CAR-bacilius perdieron los cilios, presentando corpúsculos basales 

diseminados en el citoplasma apical. No se observaron CAR-baca atravesando la membrana 

citoplasmática de las células epiteliales y los cilios se perdieron en aquellas células epiteliales 

intensamente colonizadas por los CAR-bacilli. 

Tanto en los casos naturales como en las inoculaciones experimentales en ratas la 
enfermedad difirió de la micoplasmosis respiratoria crónica m?irjm m que el grado de las 

lesiones fue mayor que las lesiones causadas sólo por Mvcoplrc.!. . ?:.t.& (Lmdsey y cok., 

1978). Con estos datos Ganaway y cok.(1985) sugirieron qu c . ,y tiK-bacillus podía ser el 

agente etioiógico primario de CRD en ratas. 

2.1 O. 4.2 Ratones. 

E La experiencia desarrollada por Matsushita y cols. en 1989 derra.?-? aae la moculación a 

mtranasal en ratones de cepas de CAR-bacillus procedentes de rx :i a las cuatro 
n n n 

semanas post-mfección, observándose varios grados de colonizaci~;, s.: .. : .. ~ordes ciliados 3 
O 

del tracto respiratorio. Igualmente se observó una mtensa infiltración cie células linfoides en 

lámina propia, con presencia de neutrófüos en esta localización y en la luz de bronquios y 

bronquiolos y presencia de gran cantidad de macrófiigos en los alvéolos. Los folículos linfoides 

peribronquiales y peribronquiolares se encontraron aumentados de tamaño y con abundantes 

neutróñlos asociados. . . 

2.1 O. 4.3 Conejos. 

La infectividad en conejo ha sido objeto de controversia entre íus distintos autores. En un 

caso de infección natural en conejos se observó que los epitelios laríngeo, traqueal y bronquial 
fberon de normales a ligeramente hipertróficos e hiperplásicos, con áreas de escasa pérdida 

de ciíios asociado a una ligera infütración de heterófilos, linfocitos y células plasmáticas en la 

lámina propia. Las lesiones fiieron catalogadas como menos graves que las producidas en ratas 

(Kurisu y cols., 1990). 



En un diseño 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 semanas post-infección, no observándose lesiones; únicamente se detectaron 

peqüdiás cáríiidades de mtígeno en cavidad n a d ,  tráquea y bronquios a ias cuatro semanas 

p.i  En general se ha demostrado que los Conejos son susceptibles a la Sección, siendo 

necesario un período de tiempo más prolongado para el desarrollo de las lesiones (Shoji- 

Darkye y cols., 1991). 

_ Por otra parte el análisis de la secuencia del gen RNAr 16s del CAR-bacillus llevado a 

cabo por Schoeb y cols. en 1993 demostró que el CAR-bacillus en conejo está menos 

relacionado con la cepa de referencia que los aislados de ratas, sugiriéndose que las cepas de 

CAR-bacillus pueden variar según los hospedadores. 

Dado que la infección por CAR-bacillus en conejo no desarrolla traqueobronquitis o 

neumonía aunque haya muchas bacterias asociadas al tracto respiratorio, CundifF y cols.(1994) 

intentaron caracterizar el CAR-bacillus aislado de ratas y conejos. Este trabajo concluyó que 

aunque existen diferencias en las características de crecimiento entre los aislados de rata y a N 
- 

conejo, la producción de cápsula, los perfiles antigénicos y los estudios de polimorñsmo en la 
- 
m 
O 

longitud de los fragmentos de restricción (RFLP) no diferenciaron ambos aislados. Sin 
- 
0 
m 

E 

embargo los aislados de conejo fueron menos virulentos en ratón que los de rata, con una O 

E 
colonización limitada, ausencia de lesiones y sin seroconversión. n 

E 
a 

n n 

n 

2.10.4.4 Cobayas. 3 
O 

d 

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 diseños 

eq&entaies. La modción  mtranasai de C ~ ~ b a c f f l u s  m cobayas no fue capaz de originar 

lesiones histopatológicas, detectándose anticuerpos fkente a CAR-bacillus a las cuatro semanas 

p.i. (Matsushita y cols., 1989; Shoji-Darkye y cols., 199 l), y antigeno en cavidad nasal y 

tráquea a las dos y cuatro semanas p.i., y desapareciendo a las ocho semanas (Shoji-Darkye y 

cols., 1991). Con estos datos se concluyó que los cobayos demostraron tener menor 

sensibilidad que los conejos a la infección por CAR-bacillus (Shoji-Darkye y cols., 199 1). 

2.1 O. 4.5 Hamster. . - 

La primera descripción de infección experimental por CAR-bacillus en hámster fue 

realizada por Shoji-Darkye y cols. en 1991. En esta experiencia se observaron cambios 

histológicos a las ocho semanas p.i. con proliferación linfoide en la submucosa traqueal y 



bronquial con engrosamiento del epitelio respiratorio e infiltración del epitelio con células 

mononucleares. Igualmente se detectaron anticuerpos frente a CAR-bacillus y antígeno entre 

las 4-8 semanas p.i Con estos datos se concluyó que el grado de senslibilidad a la infección por 

CU-baciiius en ei caso ciei hámster es mtermecüa entre ratones y conejos. 

2.1 O. 4.6 Bovino. 

Las lesiones observadas por Hastie y cols. en 1993 en estos animales consistieron en 

ligeras jnfiltraciones leucocíticas en la submucosa, 4 bien no fue una otlservación constante. 

Sm embargo se describió una pérdida muy sigmficativa de dios, lo quc il.mó a sugerir que esto 

podría reducir la defensa mucociliar y permitir así una infección más extensa. 

- 

2.10.4.7 Caprino y ovino. 

Las lesiones descritas por Femáudez y cols. (1995) en los cabritos @i. ' - .. : : i.30stró 
. . 

la presencia de CAR-bacilhs consistieron en un moderado infiltra& . i. .-. . :- . .-<JYP~~O 

subepitelid a nivel traqueal y en los bronquios de mayores dimensiones, mientras que los 

corderos estudiados mostraron mayoritariamente una neumonía crónica, en muchos casos con 

una intensa proliferación linfoide asociada a bronquios y bronquiolos e hiperplasia epitelial. 

La identificación de los microorganismos agrupados en la clase htt:'i:j .:-:;:es se basa en una 

serie de técnicas estandarizadas y descritas por el Subcomité de ?';:,wioai.a de Mollicutes 

(1979). 

Así, los requerimientos en esteroles de la mayoría de las especies, la hidrólisis de la urea 

(que define a los miembros del género Ureaplasma), su capacidad de fermentación de azúcares 

y la hidrólisis de la arginina en aquellas especies que utilizan la vía arginina-dihidrolasa, son 
métodos bioquímicos usuales en la identificación de estos,microorganismos (Tully, 1983). 



Existen otras pruebas de valor más limitado, pero igualmente recomendadas, tales como 

la a c t ~ d a d  fosfatasa, la reducción del tetrazolium, el estudio de la a c t ~ d a d  proteolítica 

(coagulación de la casiha, de la gelatina), el estudio de las acciones lipolíticas, traducidas por 

ia rDaación de ácidos grasas y acumhhbn de sus des y 

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 sólido para micoplasmas una pequeña cantidad de un cultivo líquido del 

microorganismo a investigar, y a continuación depositar discos de papel de filtro impregnados 

en una solución alcohólica de digitonina al 1,5%. Después de incubar a 37°C durante 24-96 

horas, se observa la sensibilidad a esta sustancia por la aparición de zonas de inhibición de 

crecimiento alrededor del disco. 

La hidrólisis de la urea puede detectarse según el procedimiento de Aluotto y cols. (1970), 

al comprobar la alcalinización de un medio de cultivo suplementado con urea al 1%, teniendo 

el mconveniente de que los micoplasmas que hidrolizan la arginina, y que no poseen actividad a 

ureásica, pueden provocar la alcaliuización del medio al metabolizar dicho aminoácido presente - 
m 
O 

en pequeñas cantidades en los medios convencionales. - 
0 
m 

E 

O 

La determinación del metabolismo de la glucosa basándose en el descenso del pH del 
n 

medio fbe descrita por Aluotto y cols.(1970). Consiste en adicionar a un medio de cultivo 
a E 

líquido glucosa a l  1% y un indicador de pH, normalmente rojo fenol al 1%, ajustando el pH a 
n n 
n 

7,4. De esta manera, un descenso de 0,5 unidades, comparado con un tubo control, constituye 
3 
O 

una reacción positiva. Edward y Moore (1973) desarrollaron el método de determinación de 

la desaparición de la glucosa por la reacción de la glucosa-oxidasa. Esta técnica se basa en la 

oxidación de ácido glucónico y peróxido de hidrógeno, el cual por medio de la peroxidasa 

libera radicales reactivos que reaccionan con un compuesto cromógeno (la ortofdendiamina), 

generando uno coloreado, ficilmente detectable por espectrofotometría. 

Las especies del género Mycoplasma que hidrolizan la arginina realizan este proceso con 

el concurso de tres enzima% la arghha-deirninasa, la ornitina-transcarbamilasa y la carbamato- 

quinasa (Barile, 1983). Un método sencillo y práctico para comprobar esta acción hidrolítica 

fue ideado por Schimke y cols. en 1966, y por Aluotto - y cols. en 1970, basándose en la 

detección de amoníaco al a l c m s e  un medio de cultivo líquido suplementado con arginina. 

La capacidad de reducir el 2,3,5,trifdtetrazolium, dando una coloración rojiza, es una 

característica de numerosas especies de micoplasmas. Esta a c t ~ d a d  reductora puede 

investigarse siguiendo la técnica de Emo y Stipkovits (1973), agregando al medio líquido el 

2,3,5, trifeniltetrazolium a una concentración del 0,2%; Tras sembrar dos tubos con el 

microorganismo probiema, se incuban en aerobiosis y anaerobiosis respectkmnimie, düiá~iie 



dos semanas como máximo. Se considera la reacción 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 (Senterl3, 

S 8 3  j. 

Durante el crecimiento de algunos micoplasmas e .  medio sólido, se desarrolla una película 

característica en la superficie del mismo, así como cristales alrededor de la colonia. Estas 

reacciones son detectables durante un estadío tardío del crecimiento. La peiícula está 

constituida por colesterol y fosfolípidos, y los cristales se atniuyen al d-épósito de las sales de 

calcio y magne$o procedentes de los ácidos grasos que se liberan por la a c t ~ d a d  lipolítica de 

estos microorganismos, dependiendo la intensidad de ambas reacciones del organismo en 

cuestión y de la2composición del medio de cultivo (Freundt, 1983). 

En la Tabla TV se reflejan los perfiles bioquímicos de las principales especies de 

micoplasmas aislados en el ganado caprino. 

Los métodos serológicos de identiñcación juegan un papel importante en la clasificación 

de estos microorganimos, ya que el estudio único de los caracteres bioquímicos y enzimáticos 

es de valor muy limitado. 

Los antígenos de los micoplasmas, de naturaleza proteica, lipídica o polisacánda, se 

localizan principalmente en la membrana celular, y por ello las pruebas serológicas más 

interesantes son aquellas que se orientan hacia la determinación de estos antígenos. Estas 

pruebas son la inhiiición del crecimiento, la inhibicióri nxtabólica, y los métodos de 

inmunofluorescencia, tanto directos como indirectos, y propctcionan una gran seguridad en 
h'idats-a-ibn de ~ ~ ~ p l z ~ m ~ i s  bzjc i& vy+i,Pdz(! de CQE~&C.~L\~^S (Tidy, 1983). 

Nicol y Edward (1953) fueron los primeros en observar que el crecimiento de los 

micoplasmas se inhiiia por la acción de los antisueros; sin embargo, no fue hasta 1964 cuando 

Clyde ideó un método práctico de identificación, hdamentado en la obtención de antisueros 

especiñcos mediante la inoculación a conejos de suspensiones activas de micoplasmas 

conocidos, para luego enfientarlos en un medio sólido inoculado con los aislamientos 

problema. 



TABLA IV. PRINCIPALES PERFILES B I O Q ~ C O S  DE LOS MICOPLASMAS 
AISLADOS EN GANADO CAPRINO. 

M. adleri 

M. agalactiae 

M. arginini 

M. auris - 

11 M. caprieohrn subsp. capricolurn + 

I M. capricolum subsp. capripneumoniae + 

11 M conjunciivae 

M. cotte~vii + 
M. ntycoides subsp. capri + 

- -- - 

( M. mycoides subsp mycoides (LC) + 
M. ovipneumoniae + 

Ae: aerobiosis. 
An: anaerobiosis. 
w: reacción débil. 
+k positividad en el 11-89% de las cepas. 



Después de un apropiado periodo de incubación, la ausencia de crecimiento en presencia 

de uno de los antisueros identifica el microorganismo en cuestión. Dado que el material 

problema debe estar representado por un cultivo puro de micoplasmas, los primeros 

áis~á~eiitüs drbm ciüñarse y fltrarse para garantizar dicha pureza, aseguránciose así ia 

especificidad de la posiile zona de inhiiición. Igualmente es muy importante la concentración 

del móculo, de forma tal que para placas con medio sólido, de 10 cm. de diámetro se 

recomienda una concentración de lo4 UFCIml (Tully, 1983). En algunas ocasiones y aunque 

se detecte una zona real de inhiiición del crecimiento, pueden observarse cierto número de 

colonias cercanas al disco. En relación a ello, y según la recomendación de Clyde (1983), una 

zona de clarificación debe ser considerada positiva cuando se trabaja con sueros 

monoespecíñcos, considerándose como negativas aquellas zonas de mhiiición iguales o 

inferiores a 1,5 mm. 

-- 
La mhiiición del metabolismo es esencialmente una técnica de inhiiición del crecimiento 

realizada en medio líquido (Purcell y cols., 1966; Senterñt y Jensen, 1966; Taylor-Robinson 

y cois., i966; Grupo de Trabajo de ia WXOIFAO Programa sobre Ivlicopíasmologh 
a 

Comparada, 1975). Consiste en que estos microorganismos se multiplican en un medio líquido 
= m 
O 

conteniendo un sustrato metabólico específico que, dependiendo de la especie en estudio puede 
- e 
m 

estar representado por el 2,3,5,trXeniltetrazolium al 0,05%, glucosa al 0,1%, arginina al 0,5 % E 

O 

y urea al 0,1% (Taylor-Robmson, 1983). La variación del pH por la acción de los subproductos 
n 

metabólicos, detectable mediante un mdicador como el rojo fenol, demuestra el crecimiento - 

del microorganismo, que deberá inhiiirse con la adición del antisuero especíñco, detectable al n n 

no variar el pH en este caso. 
3 
O 

Las técnicas de inmunofluorescencia en la identificación de micoplasmas fueron 

introducidas por Del Giudice y cols.(1967), siendo una de sus principales aplicaciones la 

tipificación serológica de estos microorganismos obtenidos directamente en un primer 

aisiamiento, con ia ventaja que supone ia detección y dZerenciación de coionias en una 

muestra donde pueden estar presentes especies diferedes. 

Estas técnicas? directas o indirectas, se basan -en síntesiq en el marcaje de las 

inmunoglobulinas específicas presentes en los antisueros con un fluorocromo del tipo del 

isotiocianato de fluoresceína. En los procedimientos directos, se adiciona sobre bloques de agar 

que contienen las colonias problema, una pequeña cantidad del antisuero marcado; después de 

incubar durante 30 minutos en atmósfera húmeda y de realizar -es lavados con PBS, se 

observan con microscopio de fiuorescencia (Freundt y cols., 1979). En la inmunofluorescencia 

indirecta se debe disponer un tercer elemento representado por un suero antiglobulinas de 

especie conjugado con el fluorocromo. Rosendal y Black (1972) consideran este sistema más 

sensible y especifico que los métodos directos. 



Material y Métodos 



3.1 MATERIAL 

3.1.1 Animales. 

En septiembre del año 1993 se procedió al sacrificio de los casi 1000 caprinos de que 

constaba la explotación objeto de estudio localizada en el municipio de San Nicolás de 

Tolentino. El sacnIicio se Uevo  a cabo mediante inyección endovenosa de una mezcia de 

Tiopental sódico (Tiobarbital 1 g) y Succinilcolina HCL (Mioflex 100 mg) en vena yugular. 

Rm'amente d sam3cio se r e a M  la toma de sange en 192 animales (33 cabritos de 3-4 

meses de edad y 159 cabras adultas) que presentaban una sintomatología respiratoria desde 

ligera 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 llevó a cabo en la sala de necropsias de la Facultad de Veterinaria 

de Las Palmas, recogiéndose en ambos casos muestras para su estudio histológico, 

microbiológico e Snmunohistológico. 



3.1.2 Material para el estudio microbiológico, histológico e inmunohistológico. 

3.1.2.1 Muestras procesadar. 

En todos los animales objeto de estudio las muestras procesadas para el estudio 

microbiológico heron bazo y puimón, además de útero en las hembras adultas preñadas. Para 

el estudio histológico se procesaron muestras de pulmón y tráquea. 

3.1.2.2 Medios de cultivo para Micoplasm. 

Como medio de cultivo artificial hire de células para el creci+-xxto de micoplasmas se 

utilizó el medio SP-4, tanto líquido como sólido, siguiendo la f . ; : de Whitcomb (1983), 

modjñcada por Poveda (Poveda, 1994, comunicación persow'ij, y que a continuación se 
describe: 

Medio líquido. 

la Fase 
Bacto PPLO broth (DIFCO) 4 2  g 
Bacto Peptona (DIFCO) 6 4  g 
Bacto Triptona (DIFCO) 12,o g 
Agua Bidestilada 535,O ml 

Ajustar el pH a 7,s 
Esterilizar en autoclave a 12 1°C 20 minutos 

Za Fase 
CMRL 1066 (10 x) con glutamina 60,O ml 
Extracto fresco de levadura (25% ph) 42,O ml 
Yeast Extract (DIFCO) (5g/250 ml) 120,O ml 
Peniciha (solución de 100.000 Wml )  6,O ml 
Rojo Fenol (solución 1 %) 36,O ml 
Agua Bidestilada 200,O ml 

Ajustar el pH a 7,2 
Preñltrar a través de papel de filtro y filtrar por membrana Millipore de 0,22 micrómetros. 

3a Fase 
Suero de caballo 251,O ml 
(Estéril e inactivado a 56°C 30 minutos) 
Mezclar asépticamente las tres fases y a continuación distribuir 2 ml en tubos estériles y guardar en 

O 

refrigeración hasta su uso. 
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Medio sólido. 

para ia eia'ooración del medio s ó i o  Sp-4 se agregaron i¿,j g de agar nG í de OXOiD 
a la 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 baño maría a 45°C y se mezclaron 

asépticamente, distniuyéndose a continuación 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 fiieron medios sólidos 

Columbia y McConkey (MCK), así como los medios requeridos pan la  realización de las 

pruebas Voges-Proskauer, Reducción de Nitratos, y SIM (Sulfhídrico, Indol y Motilidad). 

3.1.3 An tisueros empleados. 

3.1.3.1 Sueros anti-Micoplasmas. 

Se emplearon sueros fiente a Mmc, Mmm'LC. M. snalactiae, M. ar-emmi, . . . 
M. 

cauricolum. M. uutrefaciens, M. conjunctivae y M. ovipneu~fi!ziiizg.. facilitados por el Dr. 

Poveda. Estos sueros se desarrollaron en conejos tras hiperiimmnizacibn a partir de las 

correspondientes cepas de referencia de micoplasmas caprinos suministradas por el Dr. 

RHLeach (National Collection of Type Cuhures, Central Public Health Laboratory, London). 

IUrmalmente se utilizaron antisueros frente a MmmLC, Mmc- M. mtrefaciens, M. auris 

y M. adleri facilitados por el Dr. Damassa (Universidad de Datjes, California) creados en 

conejos. 

3.1.3.2 Sueros anti-Pasteurella. 
- 

Con la finalidad de detectar antígenos pertenecientes a especies de pasteurellas en los 

pulmones estudiados, se utilizó un suero cedido por el Dr. Poveda, creado en conejo utilizando 

antígenos vacunales de Pasteurella multocida y Pasteurella haemolytica. 

Igualmente se empleó un suero anti-Pasteurella decida creado en conejo y facilitado 

por el Dr. Stokoffe (Bacteriology Laboratory, Lelystad, Netherlands). 
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3.1.3.3 Suero anti-CAR bacillus. 

con hazdad  de deniosirar ~ u t l o ~ o i 6 ~ c a r r i e r i i e  de LM-D m . -  S ac,us 

se utilizó un suero anti-CAR bacillus de rata, creado en ratón , cedido por el Dr. Matsushita . 

(Matsushita y cols., 1987). 

3.1.3.4. Antisuero secunhrio y otrm reactivm. 

Para la técnica del Complejo Streptavidina-Biotina-Peroidasa (SBp) se utilizaron los 

reactivos secundario (suero anti-IgG de conejo y ratón biotinado, creado en cabra) y terciario 

(Streptavidina conjugada con Peroxidasa) del Kit Universal DAKO. " 

3.2.1 Estudio estructural. 

Las muestras obtenidas tras ia necropsia de ios animaies se iijaron en aicohoi y se 

procesaron según la técnica de Sainte-Marie (1962), con algunas mo~caciones que a 

continuación se describen: 

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

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

sucesivamente. 

3. Inclusión en parafina líquida a 60°C durante 45 minutos. Posteriormente el tejido se 

incluyó en bloques de parafina. 

También se fijaron muestras de cada animal en formo1 tamponado al 4% y se 

procesaron se& el rnPtndo hahitiial para microscopía óptica? incluyéndose ipalmente en 
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paraha. De las muestras fijadas en formo1 se realizaron cortes de 4 micras de grosor, que 

fiieron teñidos mediante la ténica de Hematoma-Eosina. 

Para la demostración de los bacilos asociados a la mucosa respiratoria (CAR-bacilli) 

se utilizó la técnica histoquímica Warthin-Starry (Luna, 1968) sobre cortes histológicos de 

tráquea y bronquios fijados en formoL Dicha técnica se describe a continuación: 

1.- Se realizan soluciones de Nitrato de Plata al 1%, Gelatha al 5%, e Hidroquinona 

al 0,15%, utilizando como solvente agua acidiñcada, previamente elaborada añadiendo una 

solución de ácido cítrico al 1% a 1 1 de agua bidestilada hasta conseguir un pH de 4,O. Estas 

soluciones se mantienen en baño maría a 54°C. 

2.- Simultáneamente se coloca en e d  a 43°C una solución de Nitrato de Plata al 

0,5% durante 30 miautos, con la preparación. 

3.- Cuando salga de la e d  se tendrán ya preparadas a 54°C las siguientes cantidades 

de los reactivos del apartado 1: 

Nitrato de Plata (1%) 1,5 m1 

Gelatma (5%) 3,75 ml 

Hidroquinona (0,l5%) 2,O ml 

Se procede a colocar el tejido sobre la solución. 

4. - Controlar bajo microscopio la coloración obtenida, meEhirzce m control positivo. 

5.- Lavar rápidamente en agua bidestilada precalentada a 5ú°C. 

6.- Enjuagar en agua destilada. 

7.- Deshidratar, aclarar y montar. 

3.2.2 Estudio microbiológico. Micoplasmas. 

3.2.2.1 Aislamiento de Micoplasmas. 

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

de las muestras tomadas, pulmón y bazo principalmente, (en algunos animales se tomaron 
- .- . 

además muestras de carúncula uterina y ganglios mediastínicos), incidiéndose posteriormente 

en esta zona con un bistuí flameado. De esta forma se accedió al interior del órgano con una 
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torunda estéril evitando su posible contaminación por bacterias de la superficie. 

El paso siguiente consistió en incubar las torundas en 2 m1 de medio líquido SP-4 

modificado a 37°C. En las sivmiientes 48 horas, y para evitar posibles crecimientos de otras 

bacterias que no fberan micoplasmas, los cultivos se filtraron por una membrana Millipore de 

0,45 micrómetros de diámetro, y el filtrado fbe sembrado nuevamente en 2 ml de SP-4 líquido 

e mcubado a 37°C. Posteriormente se sembraron en medio sólido SP-4 mediante moculación 

de 200 microlitros del cultivo anterior, mcubándose a 37°C en cámara húmeda. 

Después de 3 a 10 días de incubación en estas condiciones, se comprobó la presencia 

de colonias de micoplasmas mediante microscopio empleando el objetivo de 40 aumentos. En 

aquellas placas donde se evidenció crecimiento se procedió a cortar bloquecitos de agar, 

conservándose en viales estériles a -80°C para su posterior identificación. 

/ 

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

sólido, con el fin de determinar posible bacteriemia. 

3.2.2.2 Clonaje de los aislamientos. 

E 

El clonaje de las colonias de cada muestra se realizó según las técnicas estandard - 
a 

n 

descritas por el Subcomité de Taxonomía de la clase Moiiicutes, (1979), mediante el uso de n 
n 

pipetas Pasteur estériles, tomando cada colonia en cuestión e introduciéndola en 3 ml de medio 3 
O 

líquido para micoplasmas, incubando a 37°C durante 3 a 4 días. Estos subcultivos fueron 

filtrados por membrana Millipore de 0,45 micrómetros para a partir de los mismos sembrar 

nuevamente en medio líquido y sólido. 

Durante el proceso de clonaje se observó con detenimiento la morfología colonial de 

cada muestra, y en las que había evidencia de existencia de colonias diferentes, se procedió a 

su clonaje hasta obtenerlas en cultivo puro. Los cultivos fberon conservados a -80°C hasta el 

momento de su identificación. 

3.2.2.3 Pruebas bioquimicas. 
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indirecta de las necesidades de colesterol de las distintas cepas aisladas. 

Se partió de una solución alcohólica de digitonha al 15%, calentándola suavemente en 

baño haría para su disolución. A continuación, con una micropipeta se procedió a la 

impregnación de discos de papel de fütro de 6 mm de diámetro con un volumen de 20 

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

Para la realización de esta prueba, se u W  un cultivo liquido de cada cepa, con una 

concentración aproximada de 10' UFCIml; de éste se depositaron 200 microlitros en una placa 

de medio sólido con un 20% de suero de caballo (Tully, 1983), y se dejó deslizar sobre todo 

el diámetro de la placa al inclinar ésta. 

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

digaonina sobre la superficie del agar, para a continuación incubar en cámara húmeda a 37°C 

durante 24-96 horas. 

Se consideraron positivas aquellas zonas de inhiiición de crv~I,iento de 5 a 15 mm de a 

diámetro alrededor del disco. Con esta prueba se pretendió diferenciar los Micoplasmas y 
- 
m 
O 

Ureaplasmas, que r e d a n  inhibidos por la digitonina, de los Acholeplasmas, que crecen en su - 
0 
m 

E 

presencia. 

b) fermentación de la Glucosa. 

En la determinación del metabolismo de la glucosa se empleó el método de Aluotto y 

cok (1970), que se descnie a continuación: 

. . 

la Fase (Fase esterilizable) 

Ajustar ph a 7,6 
Esterilizar en autoclave a 121°C durante 20 minutos 

2a Fase (Fase fütrable) 
Glucosa al 10% 10 ml 
Yeast extract 5 m l  

Ajustar el pH a 7,6 
Filtrar por membrana Millipore de 0,22 micrometros 



3a Fase 

Suero de caballo 10 m1 
(Estdril e inactivado a 56°C 30 minutos) 

El sustrato obtenido se distribuyó en tubos estériles a razón de 2 ml por tubo, y a 

continuación se realizó la inoculación 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 líquida estéril. 
. 

En cada serie se utilizó 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 varían su coloración. 

c) hidrólisis de la Urea. 

En esta determinación también se utilizó el méíodo descrito p(?r Aluotto y cols. (1970). a N 
- 
= 

La elaboración del medio es muy sirdar al descrito para la fmentacion de la glucosa, con las 
m 
O 

siguientes únicas variaciones: - 

- En la Za Fase (Fase filtrable) se sustituyó la solución de glucosa por un volumen igual 
n 

E 

de solución de Urea al 10% a 

n n 

- El pH fue ajustado a 7,O 
3 
O 

. - 
Igualmente se utilizó un control negativo con medio sin inocíiskr. Las lecturas positivas 

se basan en la alcalinización que &e el medio por la hidrólisis dc la urea, variando el color 

hacia rojo violáceo. 

d) hidrólisis de la Argnina. 

También en esta pmeba bioquímica fue utilizado el método descrito por Aluotto y cols. - 
(1970). Las únicas variaciones que presenta la elaboración del medio con respecto al utilizado 

en la fermentación de la glucosa son las siguientes: 

- En la Fase (Fase iihrable) se sustituyó la solución de glucosa por un volumen igual 

de solución de Arginina al 10% 

- El pH fue ajustado a 7,O 



se basan en la alcalinimción del medio por la hidrólisis de la arginina, variando el color hacia 

rojo violáceo. 

e) reducción del TetrazoZium. 

El método para determinar la reducción del Tetrazolium en aerobiosis y anaerobiosis 

descrito por Aluotto y cols.(1970) es el siguiente: 

la Fase 
BHI (DIFCO) 

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

- 2" Fase 
Yeast Extract 
2,3,5 Trifeniltetrazolium 2% 

5ml 
lml  

Ajustar el pH a 7,6 
Filtrar a través de membrana Millipore de 0,22 micrómetros 

3a Fase 
Suero de caballo 

(Estéril e inactivado a 56OC 30 minutos) 

J 

Se mezclaron asépticamente las tres fases y se distri'buyeron en tubos estériles a razón 
0 

Para demostrar la capacidad de reducción del Tetrazolium se dispusieron dos tubos 
6 

para cada cepa problema. En uno de ellos, una vez reabada la inoculación, se depositó en su 

superficie una pequeña cantidad de parafina líquida estéril, a fm de conseguir un ambiente 

aderobio. 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 tubos demostró la positividad 

de la reacción. 
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Jl producción de películas y cristales. 

la Fase 

BI-II agar @IFCO) 

Ajustar el pH a 7,8 
Esterilizar a 121°C 20 minutos 

2a Fase 

Yeast Extract 

Ajustar el pH a 7,8 
Filtrar a través de membrana Millipore de 0,22 micrómetros 

3a Fase 

20 m1 Suero de caballo 
E 
a 

(Estéril e inactivado a 56'C 30 minutos) a 
a 
a 

5 
Se mantuvieron las tres fises en baño maría a 45°C y se Ir - -.* -1rm asépticamente, O 

distribuyéndose en placas de Petri estériles de un solo uso. 

Estas placas fueron inoculadas con el cultivo líquido de cada una de las cepas e 

incubadas a 37°C durante 2 semanas en cámara húmeda. Las lecturas se realharon con objetivo 

de 4 aumentos para observar, en caso positivo, la formación de cris;.ales y películas en las 

cercanías de las colonias. 

- 

a) inhibición del crecimiento. 

En base a los resultados de las pruebas bioquímicas realizadas, se procedió al estudio 

serológico de todas las cepas aisladas. De esta forma el perñl bioquímico resultante estableció 

las posiiilidades de tipificación de las especies, simplificando por tanto la identificación de las 
mismas: 

- .  
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La metodología seguida fue la técnica de Inhiiición del Crecimiento, según la 

modificación descrita por Clyde en 1964. 

Se emplearon - discos de papel de filtro de 6 mm de diámetro depositados en una placa 

de petri estéril, e impregnados mediante una micropipeta caliirada con 20 microlitros de cada 

uno de los antisueros elaborados en conejos. 

La técnica de identificación h e  la siguiente: 

1. Se dispusieron placas de medio sólido elaboradas de igual f o - m  que las utilizadas 

para la prueba bioquímica de producción de películas y cristales y se secaron en estuti a 37°C 

durante 30 minutos. 

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

concentración aproximada de lo4 a lo6 UFCIml. 

3. Se sembró cada placa mediante la inoculación de 200 microlitros de cada cultivo 

problema. 

4. Una vez absorbido el inóculo por el medio, se procedió a depositar con ayuda de 

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

separación de 2 cm entre ellos. 

5. Con el fin de permitir la difiisión del antisuero antes del crecimiento de los 

micoplasmas, se procedió a mantener todo el conjunto en cámara húmeda a 25OC durante 24 

horas. (Damassa y cols, 1994). 

6. Posteriormente se procedió a la mcubación a 37°C en cámara húmeda durante 24-96 
horas. 

7. Se examinaron con microscopio las posiiles zonas de inhiiición de crecimiento 

alrededor de los discos. 
6 

Se consideraron positivas las zonas de inhibición de crecimiento, perfectamente 
* P - 1  aenmaas, entre i,5 nini y S ~liíli No obstaiite, m algriíias !e&ms se ~bsvwmr i  zmas de 

clarificación del crecimiento bastante manifiestas que fueron consideradas p ositivas siguiendo 

la recomendación de Clyde (1983). 

b) inhibición del metabolismo. 

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

continuación se describe: 
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1.- En cada p o d o  de la placa de microtitulación estéril (pocillos . . de la A a la H, y del 2 al 11) 

se depositan con micropipeta 25 p1 de medio (el medio debe ser el adecuado para el 

crkcimiento del micoplasma a mvestigar, así como debe contener m metabolito, en este caso 

Tetrazolium). 

2.- En los pocillos A, a DI se adicionan 50 p1 de suero positivo, y en los pocillos E, a H, 50 

p1 de suero negativo control. 

3.- A continuación se realizan con los microdiluidores diluciones seriadas-hasta la columna de 

p o d o s  número 10. De este modo se consiguen diluciones del suero 112, 114, 118, 1/16, etc.. . 

4.- Adicionar con la micropipeta en la serie A (pocillos 1 a 11) 25 p1 de antígeno problema sin 

diluir. 

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

En la serie D (1-1 l ) , Z  p1 de antígeno diluido a 111000 
- - 
m 
O 

- 
0 

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

O 

como control negativo. O 
n 

E 

6.- Agregar en cada pocillo de la placa de microtitulación 150 p1 de medio. 
a 

,, 
n 
n 

7.- Cerrar la placa de microtitulacion e mcubar a 37°C durante 3 ? '3 horas, observando la 5 o 

presencia o no de precipitado rojizo como consecuencia de la rei  , . i .m del Tetrazoliura- 

3.2.3 Estudio microbiológico. Otras bacterias. 

3.2.3.1 Aislamiento. 

Para el aislamiento de otras posibles bacterias se procedió también a la cauterización 

de la superficie de las muestras procesadas, cortando posteriormente la muestra mediante unas 

tijeras fiameadas, dentando una amplia superficie de la muestra con el correspondiente medio 

-._ de cultivo sólido y arrastrándola por la placa. De esta forma se consigue que el aislamiento sea 
más eficaz que con la clásica asa de platino. Las placas fkeron incubadas a 37°C y se procedió 

. . . , ------ -- ' ) A  A Q  L - r n m  .r nnc+Anr plnngprnn a su lectura en las s~gultíut~~ ~ - t - ~  O YVULYIIVi wlvu--i-r-i. 
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Las pruebas llevadas a cabo para la identificación de las bacterias aisladas fueron las 
. . 

siguientes: 

- Catalasa 

- Orridasa 

- GRAM 

- Crecimiento en medio de McConkey (DFCO) 

-SIM (SH,, Indol, Movilidad) 

- Voges-Proskauer 

- Reducción de Nitratos 

Igualmente se utilizaron las galerías de identificación API 20 E y API 20 NE 

(BioMérieux) para la identificación de los aislamientos bacterianos qiie prrr:er:;xon perfiles 

próximos a Pasteurella. , 

3.2.4 Estudio inmunohistológica 

Para la realización de las técnicas inmunohistológicas (sueros ;!;&micoplasmas y anti- 
pasteurellas) se emplearon cortes de tejidos incluidos en parafina fijado:, alcohol. Los cortes 

fi~er~r? T ~ C V ~ ~ ~ O E  pl p~rtlgc p~hiprt,~c de pdy-llyriníi pira &at el deqradimiento del tejido 

durante la realización de las técnicas, e mcubados durante 18-24 horas en estufa a 37°C. Sobre 

estos cortes se realizó la demostración de antígenos de micoplasmas y de pasteurelas utilizando 
1 A :  1 1 , : -  C(,..-+..-iA:.... D:,*:.." D*..,.;,4n"n ,4no-.&n ,, 
l¿l LGbii ibí i  U G l  bUr i i y lGJU ~ ~ i ~ p ~ a v l u i r i a - u i u ~ u ~ a - ~  bivlriuana, u r s v A i r a  a w v i i ~ i u u u w ~ v r i .  

1.- Desparafinado mediante tres pases de 10-minutos en do l .  

- 2.- Inicio de la rehidratación en una escala descendenti: dr: alcoholes (100%, 96%) 

durante 5 minutos cada uno. 

3.- Inhiiición de la peroxidasa endógena, con una solución de peróxido de hidrógeno 

al 3% en metano1 durante 30 minutos. 

4.- Continuación de la rehidratación 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.- Incubación en cámara húmeda con suero n o d  de cabra cillüido d 1% ea F3S. 

8.- Incubación con el correspondiente antisuero primario en cámara húmeda, 2 horas 

a temperatura ambiente (20°C). Los sueros empleados fueron anti-Mme, anti-MmmLC, anti- 

P. decida en todos los animales, así como anti-M. putrefaciens en aquellos animales en los 

que se había aislado este micoplasma. La dilución empleada fue en todos los casos 11500 en 

suero normal de cabra al 1% en PBS. 

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

10.- Incubación con el anticuerpo secundario biohdo, diluido al 20% en suero normal 

de cabra al 1% en PBS, durante 30 minutos a temperatura ambiente y en cámara húmeda. 

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

12.- Incubación con el Complejo Streptavidina-Biotina-Peroxidasa durante 30 minutos 

y en cámara húmeda. Este reactivo fue utilizado al 50% en suero normal de cabra al 1% en 

PB S. 

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

14.- Revelado de la reacción inmunoenPmatica utilizando 0,070 g de diaminobenzidina 

(DAB) (Sigma) en 200 m1 de PBS, y peróxido de hidrógeno al 0,02%, durante 1 minuto. 

15.- Lavado en agua corriente durante 10 minutos. 

16.- Contratinción nuclear con hematoxiha durante 1 minuto, deshidratación y 

montaje. 

También se utilizó como revelador de la reacción inmunoenzimática el 3-amino-9- 

etilcarbazol (Sigma), mediante el siguiente procedjmiento: 

Disolver 20 mg de 3-amino-9-etilcarbazol en 5 m1 de N,N-dimetilformamida. Añadir 

70 m1 de tampón acetato s&o 0,l M pH 5,2 y 0,75 m. de peróxido de hidrógeno al 3% y 

ñltrar a través de papel de W o .  Incubar los cortes con esta dilución durante 5 minutos. Lavar 

en agua comente, contrateñir con Hematolrilina de Mayer, lavar 10 minutos en agua corriente 

y montar en medio acuoso (Immu-Mount, SHANDHON). 

Para la demostración inmunohistológica de CAR-bacillus se utilizaron cortes fijados en 

formol. La técnica utilizada fiie la misma que la descrita anteriormente, con la salvedad de que 

en este caso se re& un tratamiento con pronasa al O. i "/ó dllr'afiie 5 iüiüüio; miie !os lavados 



del paso número 6. La dilución empleada del suero anti-CAR bacilíus fue U400 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 procedió a reprocesar las muest~as fijadas en formol 

correspondientes a tráquea y grandes bronquios de algunos animales Warthin- Starry positivos. 

Para ello, las muestras fijadas en formol se mantuvieron en tampón fosfato PBS, 2 pases de 1 

hora, y un Uhimo pase de 12 horas, realizándose posteriormente una inclusión rutiaaria según 

el protocolo para microscopía electrónica (Wanson y Drochman, 1968). Las muestras heron 

visualizadas y foto~afiadas con un M.E.T. Philips CM10. 

También se estudiaron muestras de estas localizaciones meakmte microscopía a 
N 

electrónica de barrido; así, tras dorado mediante recubrimiento de las m:. 
- 

-3n oro con un - 
m 
O 

sombreador Edwards S 1504 los cortes fueron visualizados y foto[. ;*u M.E.B. - O m 

- 

Jeol JSM 6300. 

3.2.6 Estudio serológico. 

El estudio serológico fiente a MmrnLC fue realizado por el Dr. TPiiaucourt en el 

"Centre de coopération internationale en recherche agronomique pour le développement. 
Département d'élevage et de medecine vétbaire" ( C W - E w v T ,  ivíaisons hCort, Frmck j. 

Para ello se enviaron a dicho centro de mvestigación 192 sueros correspondientes a 33 cabritos 

y 159 cabras adultas. 

Las pruebas serológicas realizadas heron las siguientes: 

1. Test de Fijación del complemento (CFT) con antígeno de M:umLC. 

2. Blocking ELISA con el anticuerpo monoclonal 4F10B2 (Le Goff-Thiaucourt, 

Pathotrop Laboratory, CIRAD-EMVT). - 

3. ELISA indirecto, con el ña de comprobar una posible correlación entre el CFT y el 
Blockmg ELISA. 



fue realizado mediante el test comercial ELISA CHEKIT (Dr. Bommeli AG), consistente en 
- un ELISA indirecto. 

3.2.7 Estudio h ematológico. 

Previamente al sacrificio de los animales se procedió a la toma de sangre de 192 

anjmales (33 cabritos y 159 adultos) que mostraban una sintomatología respiratoria de ligera 

a grave. La toma de sangre se realizó mediante punción 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 m1 se depositaron en tubos de poliestireno con EDTA tripotásico como 

anticoagulante, con el fin de proceder al estudio de los parámetros hemáticos. 
- 

- 7 3  m1 se depositaron en tubos de poliestireno con gránulos incorporados (Serotub) 

para la separación del suero, centntugando durante 10 minutos a 3000 r.p.m., inmediatamente a 

después de la obtención de la sangre. El suero así obtenido se separó en partes alícuotas y fue = m 
O 

congelado a -80°C hasta el momento de su utilización en el diagnóstico serológico. - 
0 m 

E 

Con ayuda de un contador semiautomático SYSMEX E800 se reaIizaron las siguientes 
O n 

E determinaciones hemáticas en los animales que fueron necropsiados (33 cabritos y 50 cabras a 

adultas): n n 

- Recuento de eritrocitos O 

- Hemoglobina 

- Valor Hematocrito 

- Indices hematimétricos de Wintrobe: 

TT-~.-- P..-....... L- na-a:,. [XTPNK\ v u i w a  buiy u>~Luai rvuzuiu  \ v ULVLJ 

Hemoglobina Corpuscular Media (HCM) 
Concentración Hemoglobina Corpuscular Media (CHCM) 

- Recuento de Leucocitos 

- Recuento diferencial de Leucocitos 
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El 85% de los cabritos estudiados presentaron lesiones a nivel pulmonar, afectándose 

principalmente los lóbulos apical y medio derechos. En los animales que presentaron lesiones 

bilaterales, éstas se encontraron en los lóbulos apicales y medios, p emaneciendo los lóbulos 

caudales con apariencia nonnal o ligeramente congestivos. Los lóbulos pulmonares craneales 

y medios mostraron áreas de consolidación difusa con patrón lobulillar. Al corte, se observaron 

áreas con diferente grado de hepatización, así como la presencia de un exudado blanco- 

amdento  en el interior de los bronquios. En los casos más graves se observó turbidez de la 
c a-&..tí pleura, así como membranas de fibrina sobre la superñcie pleural, q w  ecian adherencias 

entre los distintos lóbulos pulmonares y la pared costal En estos * 
a i; el pericardio 

se mostró muy engrosado, con adherencias ñbrinopurulentas y ab de la misma 
naturaleza en la cavidad pericárdica. 

El 12% de los cabritos necropsiados presentaron traqueitis, observándose un mtenso 
enrojecimiento de la mucosa traqueal. En un 10% se observaron lesiones -en las vías 

respiratorias más altas, a nivel de los meatos nasales, consistentes en congestión, adquiriendo 
im ccbr rcic m y  b?rnsgm 

J 

Se observaron igualmente adherencias en la superficie esplénica en un 10% de los cabritos 

necropsiados. En un 2 1% de los cabritos se detectaron artritis, siendo las articulaciones más 

afectadas las carpianas, con una inflamación articular y periarticular, así como aumento de la 

cantidad de líquido smovial con aspecto turbio. 

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

reduciéndose a casos de ligera neumonía intersticial con dilatación de los septos 
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mterlobulitlares y congestión pulmonar. En ninguno de los animales adultos necropsiados se 

observó artritis. En 2 cabras se observó linfadenitis caseosa y 3 cabras preñadas mostraron 

lesiones a nivel de las canínculas uterinas. Los restantes órganos no presentaron ninguna lesión 
, .  . . 

mnnrrrnn +rrnn mnn&rrn&.n uxavrvsd3y~ua wtjiiilluauva. 

4.2 ESTUDIO ESTRUCTURAL. 

Las Tablas 1 y 2 reflejan las principales lesiones pulmonares y traqueales en cada animsl 
objeto de estudio, así como la presencia y localización de CAR bacilli, demostrados mediante 

la técnica de Warthin- Starry. 

4.2.1 Lesiones pulmonares. 
a 
N 

En el caso de los cabritos estudiados, sólamente el 9% no presentaron cambios - 
0 m 

E 

histológicos significativos a nivel pulmonar. En un 9% se observaron lesiones consistentes en O 

bronconeumonía p d e n t a ,  caracterizada por la presencia de un gran número de n 

E 

polimorf¿mucleares neutróflos en las luces alveolares, bronquiales y bronquiolares, con escaso a 

n 

número de macrófkgos alveolares. 
n 

3 
O 

El 82% de los animales jóvenes mostraron lesiones neumónicas que encuadramos dentro 

de lo que hemos denominado como neumonía enzoótica, consistente histológicamente en una 

neumonía broncomtersticial con linfoproliferación peribronquial, peribronquiolar y perivascular 

en las fases más crónicas. La lesión se caracteriza por un marcado incremento de células 

mononucleares en los septos mteralveolares, así como la presencia de un número variable de 

macrófigos alveolares en las luces de los alvéolos. Las linfoproliferaciones peribronquiolares 

pueden en 'ocasiones originar un estrechamiento de la luz de eaas 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 más graves. 

En fiinción de 1) la intensidad de la neumonía broncomtersticial, 2) el número de 

linfoproliferaciones peribronquiales y peribronquiolares, y 3) las consecuencias de estas 
linfoproliferaciones sobre las correspondientes vías aéreas, definimos tres grados de neumonía 

enzoótica, ligero (+), moderado (U) y grave (+++). Igualmente en ocasiones coexistieron 
lesiones de neumonía enzoótica con bronconeumonía purulenta. En la Figura 1 se reflejan los 

distintos porcentajes relativos de neumonía enzoótica hallados en cabritos. 

RESULTADOS 76 



TABLA 1. Estudio his topatológico, inmunohistoquímico, histoquímico y niucrobiológico de los cabritos. 

m coides nnultocida aislados 
I I 

Otras bacterias 
aisladas 

P: Streptococcus spp. 
Burkholderia cep acia 

B : E L +  
1 - P: M. putrefaciens 

B : M.putrefaciens 

Br* P: M. arginini P: Staphylococcus 
spP- 

B: Staphylococcus 
spP- 

- P: M. putrefaciens P: Staphylococcus 
SpP- 

B: Staphylococcus 
spP. 

P: MoraxeIla spp. 
Staphylococcus spp. 
B: Staphylococcus 

spP. 

P: Streptococcus spp. 

NE: Neumonía Enzoótica; BN p: Broncolleumonía puruienk*Sin cambios histi~atol¿@ws ~igniscativos Br: Bronquio. P: PuLnóa B: Baza. EL .4+: Entembactaia lactosa f+. 



~ l a m i e z  1 1  ICQ 1) Aislamiento 11 ICQ 11 CAR 11 Otros Zstopat ología Otras bacterias 
aisladas 

m coides m coides /K Pasterurella 11 P. 11 BaciUus 11 Micophsmas 
- - anultocida aislados 

I I - - P: M. putrebciens P: Staphylococcus 1 

- P: M. putrebciens P: Moraxella spp. N. E. -w- 
BNp + 

N. crónica 

P: Staphylococcus 1 
spP- 

Bacilhu spp. 1 
P Staphylococcus 

spP. 
B: Staphylococcus 

spP. 

P: Staphylococcus 
spP- 

N. E. + 
BNp * 

N. E. +/++ Br+ P: M. agaiactiae ( d&il 1 M. putrebciens 

m: Neumonía EbAtica; BN p: Bronconeumonía p d t r * S i n  cambios hisltopatolóqims signfiutivos. Br. Bronquio. P Rilmón B: Bazo. EL -i+ Enterobactuia lactosa A+. 



Aislamiento 
M. 

mycoides miultocida 

+ 
descarnadas) tráquea 

1 tráquea 

Otras bacterias 
.-::mas 1 aisladas 

aislados 

- 1 P: MoraxeIla spp. 

P: Staphylococcus 
spP. 

1 B: Staphylococcus 
spP. 9 

E L -  

spP- 
E L -  1 

P : E L +  
B: Bacillus spp. 

P: Staphylococcus 
SPP- 

P: Streptococcus spp. 
E L -  . 

B:EL+ 

NE: Neumonía Enzóoticai; BN p: Bmconerimonía pianlenta,*Sin cambios histopatológicos :signtñcativos Br: Bronquio. P: Pulmón B: Bam. EL 4+: Enterobacteria lactosa 4+. 



N.E.: Neumonía Enzoótic:a 
BN p: Bronconeumonía rmmienta 

Animal Histopa,toIogía UL 3 o 

Aislamiento 
- M. 

1544 

4 1 

36 

35 

mycoides 

N. E. + 

' N. E. + 

N. ES. + 

' BN.p+ 

N. E.. ++ 

Aislzimiento 
Pas t:eurella 

I 

P.: Pulmón. 
B.: Bazo. 

* S& cambios histoPatokgicos si&cativos. 
Br: Bronquio. 

EL+: Enterobacteria lactosa positiva 
EL 5 Enterobac:teria lactosa ikgativa. 

Otras bacterias 
aisladas 

P: Staphylococcus 
spP- 

B: Staphylococcus 
spP- 

P: Staphylococcus 
spP- 

P: Bacilb spp. 
B: Staphylococcus 

SPP. 

P: Staphylococcus 
spP. 

B a d u s  spp. 
E L +  

P: Staphylococcus 
.SPP.. 

B a d u s  spp. 
E L +  

P: Staphylococcus 



TABLA 2. Estudio histopatológico, inmunocitoquímico, histoquímico y ~nicrobiológico de las cabras adultas. 

828 

1632 

1495 

MOR 

92 1 

5449 

5435 

multocida 

, N. E. +* 
BNp + 

Neumorúa 
granulomtosa 

parasitaria 

Otros 
Mico plasmas 

aislados 

. 

B: M. putrefaciens 
[J: M. putrefaciens 

- - -- 

Otras bacterias 
aisladas 

P: M. spp 

3: Ureaplasma 'spp. 

P: Staphylococcus 
spP. 

Baciíius spp. 

tráquea 
Traqueiíis 

P: M. spp. P: Staphylococcus 
SPP. 

1 Badus  spp. 

P: M. spp. P: Staphylococcus 
B: M. spp. SPP. 

B: Staphylococ~ 

P : E L +  
Staphylococcus sp 

NE: Neumonía Enzoótica; BN p: Bronconemonia punilenta*Sin cambios histq~atológicas $&cativos BE Bronquio. P: Pulmón B: Bam. EL -:-: Enterobacteria lactosa A+. 
U: Útero 

I 



multocida aislados 

-- - 

ICQ Aislamiexito 
M. PasteurelUa 

Otras bacterias 
aisladas 

Aislamiento 
M. mycoides 

mycoides 11 
- 

1653 NEtt-t/BNp+ 
Traqueitis 

l?: Staphylococcus 1 

1110 11 N. vednora 
Traqueitis 

I?: Staphylococcus 
spP. 

- 

1611 N. E. +t+ 

BNp + 
P: Staphylococcus 1 

- 
- Br* - 

tráq* - 
- * - 

tráquea - 
- 

P: Staphylococcus 1 

1646 N. E. */-ti+ 

Traqueitis 

- P: Bacilius spp. 1 
P: Bacillus spp. -+ 

NE: Neumonia Enzoótica; EIN p: Bronconeumon,ía pd=ta.*S* cambios histnptitoiógicm s ig-hos  Br: Bronquio. P Pulmón B: Bppl. EL 4+ b b h a  l m s a  A+. 
U: útero 



M. mycoides 
(1 mycoides 

Mlamiento 1 1:;: c m  1 otros 
Pas teurr:lia Bacillus Micoplasmas 

mul.tocida aislados 

Otras bacterias 
aisladas 

P: Bacillus spp. 

P: Staphylococcus 

P: Staphylococcus 
SPP. 

Bacillus spp. 

P: Staphylococcus 
SPP. 

P: Staphylococcus 

- SPP. 

P: Bacillus spp. 

:P: Staphylococcus 
SPP. 

U: Staphylococcus 
SPP- 

- - B a c i h  spp. 



Histopatola~gía Aislamiento 
M. mycoides 

YT",: mycoides Pasteurda 

multocida 

Otras bacterias 
aisladas 

aislados 

- P: Bacilius spp. 

- - P: Bacillus spp. 

- - P: Bacillus spp. 

- - P: Bacillus spp. 

+tráq Y P:: Staphylococcus spp 
l u z b r . 1  1 BaciIlus spp. 

+trág y - , P: Bacilius p p .  
luz br. 

- I - 1 P: 
Staphylococnis 

F E  Netmonia . . W t i c a ;  BIN p: Bron~~~eumonia puruienta.*Sin cambios histapatológio. sig!lificativos. Br: Bronquio. P: Puimón 8: Baza EL 4% Enterobacteria lactosa -/+. 
U: Útero 



Animal Histopatoloigía Aislamiento ICQ 
RZ mycoides M, 

CAR 11 Otros 1 Otras bacterias 
B a c s  a"'"" 

IP: Staphylococcus 
SPP- 

Bacilhis spp. 

IP: Staphylococcus' 
w- 

U: B a c i h  spp. 

P: Bacilhis spp. 
U: Baciihis spp. 

I?: Staphylococcus 
SPP- 

Bacilhis spp. 

. P: Baci'lus spp. 
B: Baciilus spp. 

NE: Neumonía EnzoÓtica; BN p: Bronumeumouía punilenta*Sin cambios histopato16gicos sigui£icativos. Br: Bnmquio. P: Pulmón B: Bazo. EL -/+: ESterabacteria laotosa 4+. 
U: útero 



El 3 5% de las cabras adultas presentaron leSones de n d  eaiuiótica, con las mimas 
omcteristicas histológicas que las descritas en el caso de los mimales más jóvenes, y también 
desglosadas en los grados ligero, moderado y grave, ad como en asociación con 
bronconeumoh punilenta (Fg 2). En un 10% de las cabras estudiadas se observaron lesiones 
de neumonía veminosa y un 55% no mostró &ios histol6gicos sip5cativos a nivel 

Figura 1.- Tipos de neumonia observados en los cabritds neoropsiados. 

NE: Neumonía enzobticri. BNp: Bronwneurnonia punilenta 

Figura 2.- Tipos de neumonia obsrvados en las cabras adultas 
necropsiadas. NE: neumonía d t i c a  BNp: Bronconeuuionia purulenta. 



4.2.2 Lesionm en tráquea. 

El 6% de los cabritos estudiados presentaron lesiones en tráquea consistentes en una 

traqueitis linfoplasmocitaria, caracterizada por un mtenso Mitrado en áreas subepiteliaies 

compuesto básicammte por liufocitos y células plasmáticas, así como congestión en los vasos 

sanguíneos 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 observó traqueitis linfoplasmocittula en un 12% de 

los casos, traqueitis ihfoplasmocitaxia asociada con neumonia emoótica en un 16%, mientras 

que no se observaron cambios histológicos significativos a nivel traqueal en el 72% restante 

(Fig. 3). 

IJ 
Figura 3.- Lesionas observadm en t r h a  de oabras aduitas. 

Para la demostración de los CAR bacilli se utílizó la técnica argéntica de Warthin-Starry, 

resultando negativos d 76% de los cabritos estudiados. Un 6% presentaron reacción positiva 

a nivel traqueai, caracterizada por la observación de pequeñas bacterias fjiamentosas adheridas 
a1 epitelio traqueal y situadas de f o m  paralela y ordenada entre los dios. Sus dimensiones 
fueron s idares  a las de los cilios vecinos, y en ocasiones también se observaron en células 
epiteliaies descarnadas. Un 18% mosbraron'reacci6n positiva a nivel bronquiai, generalmente 

m gmdes bronquios, caracteriz8adose por una reacción similar a la descrita en la trhquea. De 



igud forma se observaron CAR baciüi ea el epitelio bronquid de8o81008do @ii 4). 

En d caso de las cabras addfas, un 72% fhe Wartlim-Starry negativo. El 14% mostró 
reaooi6n positiva en tdtquea, con las mismas caratteristicsis cpe la d e d a  en el caso de los 
a n i m a l e g r r i 8 s j h  ~ 6 % ~ ~ p o S i t i v a e a ~ s , ~ d e g r 8 t t ~  
dimemimes, mientras que un 8% de los mimales adattos pmsmtmofl posiMdad en tr$qiiea 

y brwqaios simitheamente (Fig 5). 



Del total de cabritos que presentaran CAR bacilli (24%), en un 75% se obsezvaron 
lesianes de n d  enu>ótica exchislvsmente, un 13% presentaron lesiones combinadas de 
neumonía enzoótica y bronconeumonía punilenta, mientras que el 13% de los animales con 
CAR bacilli mostraron traqueitis (Fii, 6 ). 

Ein el caso de las cabras aduitas que mostraron CAR bacilli en localización bronquial 
(14%), en un 57% se obsenrmon lesones de n d  enzoótica junto con bronconeumonía 
punilenta, m h t r a s  que e1 29% pr-012 lesiones de neumonía enzoótica exchisvamente. 
Tan &o el 14% no mostraron ningún tipo de lesión pulmanar. 

Figura 6.- Lesiones m* con la prsscuaia de CAR-baoilhw en 
oabritoa NE+BNp: Neumonía d t b a  + b n r n o a n d a  pwuicnta 

Las tráqueas de los dos Únicos cabrita 6 s  traqueitis fueron warthin-starry 

positivas. También en el caso de las cabras aduitaa con traqueitis (28%), el poroentaje de 
Iin;mries con CAR badJi en tráquea se aproxb5 a la totalidad (92%), permatlahdo tan sólo 
un 8% WaxEhrn-Stany negativos (Fig. 7 ). 



CAP 

4.3.1 Micoplasmas. 

La Tabla 3 recoge todos los aidatriientos de micoplasmas y ureaplasmas logrados a partir 
de las muestras procesadas de los 83 animales estudiados. En ella se señalan los &entes 
brgmos a par ti^ de los cuales se realizó el aislamiento, a& como el perfil bioquimico mostrado 

por estas cepas y, fhdmmte, la especie identificada mediante inhibición del crecimiento y10 

inbibicih del mtabolisno. Todas las cepas fueron sensibles a Ia digitonina. Sólo en 6 

aislamientos no fue posible la identiñcación de la especie, quedando r&enciadas como M. 
SEP. 

Atdendo únhmmte a los micaplasmas aislados & p&n, en el 49% de los cabritos 

estudiados se aislaron micopiasmas, quedando desglosados como sigue: MhuT& (3%), 

(Y), otros micaplasmas (37%). De este úttEno grupo cabe destacar el porcentaje relativo que 
supone el aislamiento de PJí. p u t r e m  (54%),seguido por kbg&&h (23%), M.. 
(15%) y- (8%) (Fig. 8). 

En cuanto a las cabras adultas, sólo un 6% fiierw positivas al aislamiento de 

micopksmas en pulmón, no pudimdo determinar la especie en ninguno de los casos (Hg. 9). 



El cdtivo de las muestras de sangre en SP-4 Hpido y sblido &e negativo en todos los 
casos. 

Las Tablas 1 y 2 refiejan en dos de sus apartados los adamientns de Pasteurelh 
&t ocida y da otras bacterias a partir de las muestras procesadas de los cabritos y cabras 
adultas respectivamente. 

En el caso de los cabritos objeto de estudio, E doc idt i  fue aislada en un 15% de los 
casos, mientras que no se obtuvo nMgún ,aidamiemto de este nnicroorganismo en las cabras 

adultas. 



TABLA 3. Perfil bioquimico e identificación serológica de los micoplasmas iiislados de los cabritos y cabras adultas. 

MmmLC 

- 

- 

M. spp. 

- 

- M. 
putrefaciens 

- M. agalactiae 

- 
- 

- -/+ - Mmc 

+/+ + M. 
putrefaciens 

-1- M. sppl. 

- +/+ + M. aga1ac:tiae 



Reducción 
Tetrazolium 

(AeIAn) 

-/+ 

Películas y 
Cristales 

11 Animal no 11 Órgano Fermentación Hidrólisis II Hidrólisis Urea 11 Glucosa 11 Arginina 

M. 
putrefaciens 

M. capricolum 
subsp. 

capricoluim - 
M. 

p u t r e f a c i e ~  - 
M. 

putrefaciens 

M. capricolum 
subsp. 

capricolum 

p--i B a n  +- 
útero 

putrefaciens 

M. spp. 

Ureaplasmna 
SPP. 

M. spp. 

I,. 1 Ganglio 1 
Pulmón 

5449* Bazo 

* Cabras adultas 



4.3.3 Relación les5onespuhonares-aislamknto mlcrobwIógica 

En la Figura 10 se detallan los distintos aislamientos microbiológicos ( o hostración 
histocphica en el caso del CAR badus) logrados a partir de las muestras prilmonares de 
a p d o s  cabritos que presentaron lesiones de neumonía anzo6tica en todas sus variantes. 

En el caso de las cabrm aduitas, los distioSosporcentajes relativos de los agentes aislados 
(o demostrados histoquhicamate en el caso del CAR bacillus) a partir de las lesiones de 
neumonía enzoótica se reflejan en la Figura 11. 

Figura 10.- Aislamientos microbiológicos y detección & CAR-bacilius 



En las Tablas 1 y 2 se detallan los auimaies con ~ o r r e a c c i o n e s  positivas fiente a K 
mvcoides Y - *oci&. 

Un 27% de los cabritos estudiados mostraron inmunorreacción positiva fiente a u 
mycoides, caracterizada por su aspecto puntiforme, generalmente en el interior de w'hilas 
mflamstorias (neutrófilos y macrófagos), y en ocasiones también asociada a células epiteliales 
descarnadas, 

Un 2 1% de los cabritos presentaron inmorreacciones positivas frente a -ella 
-en el citoplasma de neutrófüos y mcrófagos. 

Sólamente una cabra tiduita presmtó inmunorreacción positiva JGrente a -coides, 
mi- que £u- cuatro animliles (8%), entre los que se eucontraba el animal anteriormente 
citado, loa que evidenciaron positIvidad &ente a P. -. 

En las F i i a s  12, 13 y 14 se expresan gráf icmte  las relaciones entre el número de 
animales ( cabritos, cabras y totalidad de animales, respectivamente) inmunodoquímiCBmeflfe 
pogtivos a y y y ei número de animales en los que se aislaron estos 

agentes a nivei pulmonar. 



a M. mycordaP y Pasteurella multoclda en la totalidad de animales 
necropsiados. 

Con el suero mti-&&?u (cedido por el Dr. Poveda) se observó igualmnnte una 
inmunorreacción positiva de carácter ñhmntoso a nivel del epitelio respiratorio ciliado en 
aquellos animales Warthm-Starry postivos. Sm embargo no se observb positividad en estos 
mismos animales con el suero anti-CAR bacilhrs de rata, creado en rath y cedido por el Dr. 
Matsushiía. 



4.5 ESTUDIO ULTRAESTRUCTURAL 

Mediante microscopía electrónica de transmisi6n observmos la presencia de un gran 
número de bacilos asociados a las céhxlas epiteliales de la mucosa traqneal y bronquial, 
ordenados de firma paralela y entre los ciíios. Estas bacterias presentaron uas longitud de 4 

a 9 mimas y un dismetro de 100-120 nm en la base y de 180-200 en la zona media. Con la 
microscopía electrónica de b d o  estos bacilas prácticamente se mostraran mdkbguibles de 
los cüios, sahto por un pequeiío engrosamiento apicaí caracteristico de estas bacterias. 

Las Figuras 15 y 16 muesúan los resuhados seroiógicos &ente a- y M. a ~ w  

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

' l 

Figura 15.- Resultados serol¿gioos en cabritos. 



4. á1 ~vcoplasma m-vcoide su bsp. mvcoides Lame Colony. 

Con el Test de Fijación del Complemento (CFT) can antígeno de MmnW los animales 
positivos diieron los números: 424,584,807,902,912,966,1252, 1260,1283,1341 y 88524, 

todos ellos correspondientes a cabras adultas. 

Mediante la técnica de Blocking ElLlSA con el anticuerpo monoclonal4FlOB2 fiente a 

los animales positivos fueron también todos enos cabras adultas, encontrándose 

animales con titulos muy altos (números 623, 942, 1130 y 1330) y rnimales con títulos 

iigergfnente &os (niimeros 822,898,1346 y 2085). Sólamente el animni 1130 fue necropsiado. 

Mediante la técnica de ELLSA indirecto se &e&ó comprobar si exitía alguna correlación 

entre el CFT y el Blockmg ELLSA, conchryendo que no había ninguna. 



En el caso de los 33 cabritos estudiados serológicamente, sólo se detectaron anticuerpos 

fiente a M. apalactiaq en los números 7, 18 y 21, todos ellos necropsiados. 

Las cabras adultas positivas fiieron los números: 150,424, 584,6 10, 67 1, 753, 8 1 1, 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 fiieron necropsiados los números 671, 863, 880,921, 93 1, 1033, 1495 

y 1632. 

a 
4.7 ESTUDIO HEMATOL~GICO. - m 

O 

- 
0 
m 

E 

O 

Los resultados del estudio hematológico realizado sobre 83 animales (33 cabritos y 50 

cabras adultas) se reflejan en la Tabla 4. a E 

Estos resultados indican que todas las medias de los parámetros hemáticos analizados se 
n 

encuentraron dentro del rango de valores normales (Duncan y Prasse, 1986). 5 
O 

RESULTADOS 99 



RBC ( x  1O61pl) 

HGB ( g l d l )  

1 CHCM ( g l d l )  

% Linfocitos 

% Monocitos + 
Granulocitos 

Lifocitos 
( X  lo3 4 1 )  

Monocitos + 
Granulocitos 
( x  1031p1) 

WBC: Recuento leucocitario VCM: Volumen Corpuscular Medio 
RBC: Recuento eritrocitario HCM: Hemoglobina Corpuscular Media 
HGB: Hemoglobina CHCM: Concentración de Hemoglobina Corpuscular Media 
HCT: Valor hematócrito 

n: Tamaño de la muestra para todos los parámetros = 83 animales. 
* Valores normales tomados de Duncan & Prasse, 1986. 

RESULTADOS lo0 





F'igura 1.- Cabra adulta no 280. Pulmón histológi~a~~nte n o r d  En este animai no se 
aislaron micoplasmas ni pastemelas. Tampoco se detectaran CAR-bacilli H-E x10 





Figura 3.- Cabrito nP 3. Pulmón P i d  fibrinosa, dilatación moderada de septos 
mterlobuliIlares Atnmdane &do aivolar compuesto fuadamentalmente por macrófagos 
alveolares. No  se aislaron micoplasmas ni pasteurelas a partir de este pulmóa H-E x10 



Figura 4.- Cabra adulta no 1632. Pulmón. Linfoproliferacimes peribmquiales con 
inWado sub e mtraepitelial. No se aíslaron micoplasmas ni pastemelas a partir de esta 

lesión. H-E x10 



]Figura 5.- Cabra adulta no 1632. Bronquio. Eamnnorreacción positiva c a d a  como 

inespedfwa con el mero a&M,as (Dr. Poveda) en ei epitelio &do bronqúd No se 
daron mhplasmas n i . p a s t d s  en este amimal Strqhdh-biotma-pmxidasa. x10 



EFgara 6- Cabra adulta no 15 15. Pulmón. Intensa 1MfoproliferaciÓn perjbranquiolar típica 
de neumonía enzoótica (*), junto a una bronconeumonía purulenta. Se aisló u. y 

heron detectados CAR-bacilli en el epitelio ciliado. H-E x16 



Figura 7.- Cabra adulta no 1495. Pulmón. Intensas proliferaciones peribronquides correspondientes 
a un caso de neumonía enzoótica (+++). Se detectaron CAR-bacilli en relación al epitelio bronquial 
mediante la ténica de Warthin-Starry. No se aislaron micoplasmas ni pasteurelas a partir de esta 
lesión. H-E x10 



Figura 8.- Cabra aduha no 1495. Bronquio. ILinfoproliferaciÓn peribronquial e infiltrado infiamatorio 
sub e mtraepitelial Este animal presentó neumonía enzoótica (+++). Se detectaron CAR-bacilli en 
relación al epitelio bronquial mediante la técnica de Warthin-Starry. No se aislaron micoplasmas ni 

pasteurelas a partir de esta lesión. H-E x25 



epitelio ciiiado mediante la técnica de Warthin-Starry. Este animnf mostró leaiunes de 
neumonía enzoótica (+), ninlÁndose b h m e n t e  Pastecgeh m. W-S x40 

(NomafSky). 





Figura 11.- Cabra adulta no 5435. Puhnón. Lobulillo pulmom mostrando 
linfoproliferaciones pdronquiolares típicas de neumonía enzoótica (tt-t), junto a gran 
cantidad de exudado h l a r  compuesto mayoritarianiexlte por macrófkgos y neutr6flos. 
Se detectaron CAR-bacilhas a nivel del epitelio &do, no aidándose micoplasmas ni 

p a s t m d q  si bien hubo mmmioxxeacción positiva fiente a -oci&. H-E xlO 



F'igura 12.- Cabrito no 3 1. Pulm6n. Lmfoproliferaciones peribronquiolares en un caso de 
neumonía enzoótica (+i+). Fa este snimrl tan sólo se detectó CAR-bacilhis en el epitelio 
bronquial H-E x10 



-a 13.- Cabxito no 38. Bronquio. Tnmim~~ceacción posrtiva considenida inespecidica con 

el suero anti-m (Dr. Poveda) en el epitelio ciliado bronqybi Este mimal presentó 
lesiones de n d  enzobtica(+), aidhdose Pa&ureIla mnihocida y detectbdose Cm 

b a Ú b  en este mismo epitelio. Streptavidh-biotina-pero*. x40 (Nomsirsky). 



P'igma 14-0 Cdm adulta no 1495. Tráquea Traquaitis íh&phsmo&& Se detedaron CARIbaciüi 
en d epitelio braqueal mediante h th im de Warthi-Staq. H-E x16 



. . i 
Figura 15.- Cabra adulta no 1632. Tráquea. Traqueitis linfoplasnocitaria. En esta tráquea también 
se detectaron CAR-badi Warthin-Starry (+). H-E x2S 







Figura 19.- Cabra aduha no 5428. Tráquea. Demostración histoqufmica de CAR-baciltus en el 
epitelio ciliado mediante la técnica de W&-Starry. El animal mostró una intensa traqueitis 
Imfopiasmocitaria. W-S x40 (Nomarsky). 









Figura 23.- Cabrito no 37. Pulmón. Bronconeumonía catarropdenta con 
~ o r r e a c c i ó n  positiva £?ente a Pasteurella rnuítocida en el citoplasma de las céhilas 
idamatorias. Este animal también mostró lesiones de neumonía enzoótica (+/++). Se 

aisló M. prnefaciens, presentando también inmunorreacción positiva fiente a este 
microorganismo. Streptavidina-biotina-perorcidasa. x20 



Figura 24.- Cabra adulta no 5449. Pulmón. Inmunorreacción positiva fiente a 

multocida en el interior de rnacrófagos. El animal mostró lesiones de neumonía enzoótica 
(*) y bronconeumonía purulenta, aislándose También presentó inrmuiomeacción 

positiva fiente a MmmLC. Streptavidina-biotina-peroxidasa. x40 (Nomarsky). 



Figura m.- Laonro n- la. nirmon. cxuaaao oronqum oarmopdento o w  

~ o n e a c c i ó n  positiva mtra y exüacehhmente h t e  a -. 
Streptavidma-biotma-peroidasa. S 0  



en al citoplasma de macr6fagos alveolares. Este nnimnl preseflt6 lesiones de 
nemnonia enzoótioa (+/*). Streptavidma-biotma-pexoxidasa. x40 





En este trabajo se confirma la complejidad y carácter multifactorial de las a 
- 

micoplasmosis caprinas, en las que factores tales como la edad de los animales, las condiciones - 
m 
O 

de manejo, las condiciones climáticas y la existencia de otras infecciones concomitantes son - 
0 
m 

E 

considerados como factores predisponentesde gran importancia en el inicio y desarrollo de la O 

enfermedad (Lefme y cols., 198%; Jones, 1989; DaMassa y cols., 1992). n 

E 
a 

En efecto, la edad de los animales objeto de estudio fbe un hctor determinante y 
n n 
n 

diferencial que ha condicionado numerosos resultados del presente tra;:ajo. El 85% de los 
3 

cabritos estudiados presentaron lesiones macroscópicas de diferente g ,cn 3 nivel pulmonar, 
O 

mientras que en el caso de las cabras adultas estas lesiones fueron mucho menos Grecuentes e 

intensas. Las lesiones rnacroscópicas que mostraron los animales de 3-4 meses de edad a nivel 

niilmnnat consistieron - --- en áreas de consolidación difUsa con patrón lobulillar en los lóbulos 

pulmonares apical y medio derechos, turbidez de la pleura y presencia en algún caso de 

membranas de fibrina sobre la superñcie pleural, establecienno adherencias de forma 

corresponden con las descritas por otros autores en Secciones del ganado caprino por 

~UIILC (DaMassa y cols., 1983a; Rosendal, 1983; DaMassa y cols., 1986; Bolske y cols., 

1989; Rodríguez, 1993), Mmc (Kaliner y MacOwan, 1976; MacOwan, 1976; Ojo, 1976a; 

Rodríguez, 1993), M. capricolum subsp. capricolum (DaMassa y cols., 1983b; Cordy, 1984; 

DaMassa y cols., 1987b), y M. agalactiae (Cottew, -1-984). 

De igual forma la presencia de a r e  (2 1% de los cabritos necropsiados), afectándose 

principalmente las articulaciones carpianas, ha sido descrita por otros autores en infecciones 

yor MmmLC (Rosenda1 y cols., 1979; Bar-Moshe y Rapapport, 1981; DaMassa y cols., 1983a; 



East y cols., 1983; Ruhnke y cols., 1983; Hazell y cols., 1985), M. cavricolum subsp. 

sagricolum (DaMassa y cols., 1983b y 198%), U l a c t i a e  (Rosendal, 1988; DaMassa y 

cols., 1992; Real y cols., 1994) y M. gutrefaciens (DaMassa y cols., 198%; Blood y cois., 

1988; DaMassa y cok., 1992; Ro&4güez y eo!s.,!P94). 

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 función que desempeña el sistema inmune en las 

mfecciones 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 y10 

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 mayoría de éstos, tales como gestación y 

hacinamiento, -@to con unas condiciones climáticas muy favorables c: los cmes previos al 

sacrificio (Agosto y especialmente Septiembre son meses muy calurows en la isla de Gran a 
N 

Canaria), podrían explicar el bajo porcentaje de lesiones observadas en las cabras adultas. 
- - 
m O 
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  ajo el término de Neumonía Enzoótica se agrupan dos formas de neumonía presentes 
- 
0 
m 

E 

en grupos de animales jóvenes mantenidos en estrecho contacto. La importancia relativa de O 

cada una de estas 'dos formas, una bronconeumonía exudativa aguda y una neumonía 
n 

E - 
a 

broncointersticial m á s  crónica, difiere en función de la especie animal afectada (Jubb y cols., 
n 
n 

1993). En el ganado ovino el término neumonía enzoótica se usó inicialmente para referirse a 
n 

5 

la pasteurelosis neumónica de la oveja, apareciendo otros términos para referirse a la forma O 

más crónica, tales como neumonía intersticial proliferativa, neumonía exudativa proliferativa, 

neumonía atípica y neumonía crónica no progresiva. Para evitar confusiones, esta forma 

crónica debería denominarse también Neumonía Enzoótica, al igual que en vacuno y porcino 

(Jubb y cols., 1993). 

- El 82% de los cabritos necropsiados mostraron lesiones neumúnicas compatibles con 

neumonía enzoótica, consistente histológicamente en una neumonía broncoiniersticid con 

linfoproliferaciones periironquiales y peribronquiolares en las fases más crónicas. La lesión se 

asemeja fiindamentalmente a la neumonía enzoótica descrita por otros autores en el ganado 

porcino (Neumonía Enzoótica Micoplásmica) (Jubb y cols., 1993) caracterizada por un 

marcado incremento de células mononucleares en los septos interalveolares y acúmulo de 

exudado en las luces alveolares, compuesto fundamentalmente por macrófagos alveolares. 

Igualmente, las linfoproliferaciones peribronquiolares pueden en ocasiones originar un 
estrechamiento de la luz de estas vías aéreas y el epitelio correspondiente puede encontrarse 

desprendido en bronquiolos donde existe una hiperplasia epitelial. Una lesión histológica típica 



de la neumonía enzoótica de la oveja y que también hemos observado e~¡ algún animal, es la 

presencia de bronquiolitis obliterante, la cual aparece en el ganado ovino con mayor frecuencia 

dos meses después de la infección (Gilmour y cols., 1982). 

El 35% de las cabras aduhas también presentaron lesiones de neumonía enzoótica, con 

las mismas características histológicas que las descritas en el caso de los animales más jóvenes. 

Esta diferencia porcentual en cuanto a animales jóvenes y adultos diíiere de la encontrada por 

Traore (1989) en un estudio realizado sobre 2200 ovejas y cabras; este autor definió una 

neumonía enzoótica, probablemente de múltiple etiología, caracterizada por una neumonía 

intersticial aguda o subaguda generalizada, complicada fiecuentemente con neumonía 

exudativa, siendo los animales más afectados los de edades comprendidas entre los 2-3 años. 

El origen de estas linfoproliferaciones podría atribuirse a una respuesta inmunológica 

mespecíñca de tipo celular formada hdamentalmente por linfocitos T (Gourlay, 1981; Cassel 

y cols., 1985), si bien son necesarios estudios de determinación de subpoblaciones linfocitarias 

para corroborar esta hipótesis en las lesiones linfoproliferativas observadas en la neumonía 

enzoótica de estos animales. a 

- 
m 

Los aisramientos microbiológicos (o demostración histoquímica en el caso de los CAR- 
O 

- 
0 

bacilli) a partir de los pulmones de cabritos con lesiones de neumonía enzoótica demuestran - E 
que son los micoplasmas los microorganismos más frecuentemente aislados de este tipo de 

O 

o 

lesión (46%), solos o en asociación con otros microorganismos tales como Pasteurella 
n 

E - 
B 

multocida y CAR-bacillus. Ello podría conhnar el alto grado de similitud de las lesiones en n 
n 

estos animales con las descritas en los cerdos jóvenes afectados de neumonía enzoótica, 
n 

3 

término que en ganado porcino se considera sinónimo de neumonía enzoótica micoplásmica, 
O 

puesto que los microrganismos más fiecuentemente aislados son M. hyopneumoniae y M. 
hvorhinis (Jubb y cols., 1993). 

Ninguno de los micopiasmas aislados cie ios pulmones de cabritos con íieemui& 

enzoótica fue identificado como M. ovipneumoniae, principal microorganismo asociado con 

la neumonía enzoótica del ganado ovino (Alley y Clarke, 1979; Giimow y cols., 1979; Jones 

y cols., 1979; Gilmour y cols., 1982; Gracia y cols., 1987; Jones y Gilmow, 199 1; Jubb y cois., 

1993). Ello mdica que en el caso del ganado caprino, micoplasmas como MmmLC. Mmc. M. 
. . . putrefaciens, M. agalactiae, M.ar- y M. qr>. pueden encontrarse asociados con lesiones 

de neumonía enzoótica en los animales más jóvenes. 

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

un 18% de los pulmones de los cabritos afectados de neumonía enzoótica no coincide 

exactamente con los datos acerca de la neumonía enzoótica en la oveja, en la que Pastemella 

haemolytica es el principal factor secundario y complicante de esta enfermedad (Gilmour y 

cols., 1979; Jones y cois., i979; Jones y Sumour, 1991; Ba-ysai y Üidei, 1992; Ji&b y cok., 



1993). No obstante, Pasteurella mdtoci& también ha sido asociada con la neumonía enzoótica 
. . . hlamydia ilsittac s . .  de la oveja, al igual que otros microorganismos como M. arginmi. C 1 0 V Q Y  

(Jones y cols., 1982b). En la neumonía enzoótica porcma sí se ha descrito 
- .. Y. multociaa como m i ~ r o o r g ~ m ü  coqfics;;:e, jmtc c ~ z  ~ V Q W ,  - 

-., Strqtococcus e,, $taphvlococcus m, Klebsiella -y, y Bordetella 

bronchisptica (Jubb y cols., 1993). 

En el 25% de los cabritos con neumonía enzoótica se detectaron CAR-bacilli en el 

epitelio bronquial mediante la técnica de plata Warthm-Starry, solos o en asociación 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. mvcoides ha sido descrita recientemente por Fernández y cols. 

(1995). Sin embargo en nuestro estudio un 14% de cabritos afectados de neumonía enzoótica 

presentaron CAR-bacilli no asociados a ningún otro microorganismo, lo que permite establecer 

por vez primera a estas bacterias como microorganismos asociados con la neumonía enzoótica 

de los cabritos. 

Los aidaniientos microbiológicos (o demostración histoquímica en el caso de los CAR- 

bacilli) a partir de los pulmones de cabras aduhas afectadas de neumonía enzoótica demuestran 

que M. spa estuvo asociado con estas lesiones en un 12% de los casos (solo o en asociación 

con CAR-bacilli), mientras que CAR-bacillus estuvo presente en el 45% de los pulmones con 

neumonía enzoótica (en un 39% no estuvo asociado con ningún otro microorganismo y en un 

6% coexisiió con M. FÍ).). Dado que no existe referencia bibliográfica alguna de presencia de 

CAR-bacillus en pulmón de caprinos adultos, ésta constituye la primera descripción de este 

microorganismo en pulmón de cabras adultas, así como la primera referencia de CAR-bacillus 

asociado con lesiones de neumonía enzoótica en cabras adultas. 

La presencia de otros microorganismos asociados con ks lesiones de neumonía 

enzoótica de los animales jóvenes y adultos necropsiados, tales como Sta~hvlococcus m, 
Stre$ococcus e., Moraxella qp, -pt, y Bacillus sp_g comcide con los datos 

apcrtudos p m  etms 8irt0res al estudiar las bacterias aisladas de ovejas y cabras con neumonía 
enzoótica (~raore, 1989; Baysal y Guler, 1992). 

Numerosos autores han demostrado la utilidad de la técnica argéntica de Warthin- 
Starry (Luna, 1968) para la demostración histoquimica de CAR-bacillus en muestras de tráquea 

y bronquios de diferentes especies animales fijadas en formo1 (van Zwieten y cols., 1980; 

MacKenPe y cols., 198 1; Ganaway y cols., 1985; Waggie y cols., 1987; Matsushita y cols., 

1989; Ku"isu y cok., 1990; Shoji-Darkye y cols., 1991; Brogden y cols., 1993; Hastie y cols., 

1993; Fernández y cok., 1995). En nuestro estudio dicha técnica fue la más apropiada para la 

detección de CAR-bacillus en el epitelio respiratorio de muestras lijadas en formo4 si bien en 



el caso de muestras fijadas en alcohol los resultados han sido negativos, lo que Rodríguez y 

Quesada (1993) atribuyen a la solubilidad de las granulaciones argénticas en alcohol. 

El estudio ultraestructural de las tráqueas y bronquios Warthin-Starry positivos de los 

animales necropsiados permitió observar la presencia de un gran número de bacterias 

ñlamentosas 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 diámetro de 100-120 nm en la base y de 180-200 nm en la zona media se 

corresponden con los datos morfológicos descritos por otros autores al referirse al CAR- 

bacihs en ratas (van Zwieten y cols., 1980; MacKenzie y cols., 198 1; Ganaway y cols., 1985; 

Matsushita y Joshima, 1989; Matsushita, 1991; Brogden y cols., 1993; CundifF y cols., 1994), 

ratones (Matsushita y cok., 1989; Shoji-Darkye y cols., 1991), conejos (Waggie y cols., 1987; 

Matsushita y cols., 1989; Kurisu y cok., 1990; Shoji-Darkye y cols., 1991), hámster (Shoji- 

Darkye y cols., 1991), bovinos (Hastie y cols., 1993) y caprinos y ovhos (Femández y cols., 

1995). No obstante, estos datos moríológicos düieren de los descritos por Schoeb y cols. 
, . a,. (19~3)  y CmMy cois. (rvr4j ai referirse ai CAñ-badhs en coiiejo, d s  zoitu p e  es utras 

especies, con una longitud de 3-5 micras. 

La localización de estas bacterias en el aparato respiratorio de los animales 

necropsiados se redujo a la tráquea y bronquios de grandes y medianas dimensiones, no 

observándose 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 cok., 1991; Hastie y cols., 1993; Femández 

y cols., 1995), si bien en ocasiones también ha sido referenciada la colonización del epitelio 

bronquiolar (MacKenzie y cok., 1981; Matsushita y Joshima, 1989; Matsushita, 1991). - 

Al igual que otros autores no hemos encontrado CAR-bacillus en el interior de células 

epiteliales, presentándose en todos los casos en relación a las células epiteliales ciliadas de 

tráquea y bronquios, y ordenándose de forma paralela entre los cilios del epitelio respiratorio, 

según la descripción inicial de van Zwieten y cols. en 1980. Sólamente Matsushita (199 1) 

Aescfiib 1i localización intracelular de CAR-bacillus en células epiteliales necróticas 

descarnadas. En ocasiones también hemos podido constatar la presencia de CAR-bacilhis en 

relación a las células epiteliales descarnadas, pero nunca intracelularmente. 

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

la presencia de CAR-bacillus en el epitelio ciliado del aparato respiratorio (6% en tráquea y 

18% en bronquios). El 76% restante fueron Warthin-Starry negativos en dichas localizaciones 

orgánicas. En el caso de las cabras adultas, un 14% de los animales presentaron positividad 
sólo en el epitelio traqueal, un 6% lo hicieron en bronquios y un 8% en tráquea y bronquios 

de forma simultánea, siendo el resto de los animales (72%) Warthin-Starry negativos. Aunque 



no existen datos epidemiológicos sobre la presencia de CAR-bacillus en el ganado caprino, 

nuestros resultados indican que la colonización del epitelio respiratorio por parte de esta 

bacteria en el ganado caprino es independiente de la edad del animal, puesto que los 
-,-,-*,:,m 2, a,LA+nn - 7  ~ n h - n n  nA. l+nn  X X T n ~ h : n - C + n r n r n n & t & r n n  nn- & m ; l n r a n  E- al n n n n  A s  yuiwüuraj~a UG uauiuua y uauraa auuiraa vvaiuiur uraiiy yuauivua auri au.uuu~a. ljii GL uaau UG 

otras especies animales, tampoco han sido descritas diferencias significativas debidas a la edad 

de los animales en la presencia de CAR-badus. 

Se ha discutido anteriormente el posible significado de las lesiones de neumonía 

enzoótica 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 fenómenos de 

lidoproliferación periironquiales, así como bronquiectasias y bronquioloectasias. 

Descripciones similares han sido referenciadas en ratones infectados experimenta@ente vía 

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 í-su y 1 nnn. "" -2 "-A--- - *  --1- 
I Y Y U ,  U11UJPU¿lIlLyG y GUW., 

a 
1991), incluso se ha cuestionado la capacidad de CAR-badus para desarrollar - 

m 

traqueobronquitis y neumonía en esta especie (Cundiffy cols., 1994). Las lesiones observadas 
O 

- 
0 

por Hastie y cols. (1993) en ganado vacuno con CAR-bacilli consistieron en ligeras m 

E 

hñltraciones de leucocitos en la submucosa traqueal, si bien no f ie  una observación constante. 
O 

Finalmente, en la primera referencia de este microorganismo en cabritos y corderos (Fernández 
n 

E 
a 

y cols., 1995) se describe la presencia de un moderado inñltrado linfoplasmocitario subepitelid 
n n 

a nivel traqueal y en los bronquios de mayores dimensiones de los cabritos, a 4  como una 
n 

3 

neumonía crónica con intensa proliferación linfoide asociada a bronquios y bronquiolos e 
O 

hiperplasia epitelial en los corderos. o 

Por lo tanto, las lesiones de neumonía enzoótica que hemos encontrado en los animales 
obj&o de son &es a bs que '- f-ccibn por Cm-bac&is issiones 

y hámster (Ganaway y cols., 1985; Matsushita y cols., 1989; Shoji-Darkye y cols., 1991), así 

cdmo las descritas por Fernández 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 neumoh enzootica y en 
un 39% de las cabras adultas con esta misma lesión pulmonar haya sido CAR-bacillus el único 

microorganismo asociado con la lesión permite sospechar de la participación de esta bacteria 
en el desarrollo de este tipo de lesión. 

Las lesiones en tráquea Pfectaron 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 áreas subepitelides compuesto fiindamentalmente por 

linfocitos y células plasmáticas, junto con una pérdida notable de cilios en determinados casos. 



También en el caso de las cabras adultas con traqueitis, el porcentaje de animales con CAR- 

bacilli en tráquea se aproximó a la totalidad (92%). Ningún otro microrganismo fiie aislado y10 

demostrado inmunohistoquímica o ultraestructuralmente a partir de estas lesiones. Similares 

lesiones en tráquea asociadas a la presencia de CAR-bacillus han sido descritas previamente 

en ratas (van Z d e n  y cok., 1980; MacKenzie y cok., 1981; Ganaway y cols., 1985; 

Matsushita y Joshima, 1989; Matsushita, 1989), ratones (Matsushita y cols., 1989), conejo 

(Kurisu y cols., 1990), hámster (Shoji-Darkye y cok., 1991), bovinos (Hastie y cols., 1993) 

y caprino (Fernández y cok., 1995). Estos datos permiten sugerir la capacidad de esta bacteria 

de originar traqueitis en el ganado caprino, 4 bien son necesarios estudios experimentales para 

demostrar su verdadero potencial patógeno. 

Por otra parte, hay que destacar que el 85% de aquellos animales que presentaron 

traqueitís asociadas a la presencia de CAR-bacillus en el epitelio traqueal, también mostraron 

lesiones de neumonía enzoótica. La pérdida muy signiñcativa de cilios descrita en bovinos 

(Hastie y cols., 1993) ya nevó a estos autores a sugerir que podría reducir la defensa mucociliar 

permitiendo a4 una mfección más extensa. Creemos por tanto que la colonización del epitelio 

traqueal por esta bacteria en los animales objeto de estudio podría originar no sólo una 

traqueitis linfoplasmocitaria sino también una reducción del sistema ciliar de defensa 

mespedica, lo que permitiría una infección más extensa hacia bronquios de estos bacilos y10 

de otros microorganismos con tropismo respiratorio. 

El carácter ñlamentoso de la inmunorreacción positiva observada en el borde epitelial 

de bronquios y tráquea Warthh-Starry positivos al utilizar un suero anti-hlmc desarrollado en 

conejo (cedido por el Dr. Poveda), y la falta de reacción en estas mismas localizaciones al 

utilizar otros sueros anti-M. mvcoides, así como la demostración ultraestructural de la 

presencia de CAR-bacilli y el bajo o nulo número de micoplasmas observados mediante 

microscopía electrónica en estas áreas, permite sospechar la presencia de anticuerpos anti- 

CAR-bacillus en el citado suero anti-Mmc. Al no ser posiile demostrar morfológicamente la 

presencia de CA-R-bacillus en los conejos en los que se creó el citado antisuero, el hecho de 

que ya se ha descrito en conejos infectados naturalmente la presencia de anticuerpos anti-CAR- 

bacillus (Kwisu y cols., 1990), explicaría la contaminación del antisuero. 

Sm embargo, no se observó inmunorreacción positiva con el suero anti-CAR bacillus 

de @a (cedido por el Dr. Matsushita) en ninguno de los animales inicialmente Warthin-Stany 
positivos. Muy recientemente se ha demostrado que CAR-bacillus de conejo está muy 

relacionado con el género Helicobacter (CundiEy cols., 1995), mientras que CAR-bacillus de 

rata está más relacionado con el género Flavobacterium (Schoeb y cols., 1993). Nuestros 

resultados inmunohistoqwmicos podrían sugerir por lo tanto que el CAR-bacillus presente en 



cabra se aproximaría al CAR-bacilius descrito en conejo, si bien con diferencias morfológicas. 

En cualquier caso será necesario el aislamiento de este microorganismo para confirmar esta 

hipótesis. 
o 

El Comité Internacional de la Oñcina Internacional de Epizootias (OIE), reunido'en su 

6Za Asamblea General (1994), ya menciona en la Resolución no M "Infecciones por 

micoplasmas en los bovinos, ovinos y caprinos: métodos de diagnóstico y control sanitaIioU,- 

las &cuhades que entraña el diagnóstico microbiológico de las micoplasmosis. A lo largo de 

este estudio hemos podido comprobar efectivamente la dificultad del aislamiento 

microbiológico @e 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 líquido como sólido, siguiendo la fórmula de Whitcomb 

(1983), modificada por Poveda (Poveda, 1994, comunicación personal). Los principales 

cambios en dicha fórmula consistieron en la sustitución de Yeastolate (DIFCO) por Yeast 

Extract (DIFCO), así como la eliminación de la glucosa, con la 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 adición de glucosa al medio, ya que no siendo iqrescmdible para el crecimiento 

de los micoplasmas, en el caso de especies fermentativas de rápido crecimiento, los metabolitos 

ácidos surgidos del catabolismo de este azúcar pueden provocar un mariifiesto descenso del 

pH del medio, con la consiguiente inactivación del crecimiento (Poveda, 1988). Estas 

modificaciones han permitido el aislamiento de micoplasmas no fmentativos como M. 
. . aaalactiae y M, ar-ginuii en cultivos mixtos con otros micoplasmas fmentativos. 

El proceso de clonaje, normalizado por el Subcomité de Taxonomía de la Clase 

Mollicutes (1979), garantiza la obtención de cultivos puros, aunque existen algunas 

circunstancias que lo diñcultan, como la asociación 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 Gcilmente clonados para su posterior 

identificación. 

La técnica de inhibición del crecimiento, aunque es altamente específica, plantea en 

ocasiones problemas de interpretación, ya que como señala Clyde (1983), los efectos 

inhibitorios no consisten siempre en una zona definida alrededor del disco con el antisuero. 

Aunque algunos fbctores que afectan directamente a esta técnica pueden ser estandarizados, 
como el tamaño y título del inóculo o la calidad del.antisuero empleado, hay que tener en 

cuenta el factor de variación existente entre las cepas de una misma especie de micoplasma, lo. 



que puede originar diferencias sigmñcativas en los halos de inhibición (Poveda, 1988). En 

nuestro estudio, hemos observado fiecuentemente una zona de clarificación del crecimiento, 

manifiesta incluso a simple vista, pero en la cual podían apreciarse algunas colonias. Todos los 
. . auioiea qce hE &sc&o e! fmbmmo ccmadm &&r qde 12s c & ~ s  que creta kv 

cercanías del disco son resistentes al efecto inhibitorio del antisuero (Stanbridge y Hayfüclc, 

1967; Haynick, 1969; Clyde, 1983; Poveda, 1988). Por todo ello, los datos aportados por el 

perñl bioquímico, constituyen un elemento complementario a la hora de establecer una 

identificación definitiva. 

Atendiendo únicamente a los micoplasmas aislados de pulmón, 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 sólo un 6% de 

animales positivos al aislamiento de micoplasmas. Estos resultados coníirman la importancia 

de la edad de los animales como factor predisponente en las Secciones micoplásmicas, hecho 

ya apühtado por otros autores (Lefevre y cols., 1987b; Jones, 1989; Damassa y cok., 1992). 

Se aislaron micoplasmas pertenecientes al grupo M.-J:;.G!~~B en un 12% de los 

cabritos necropsiados (MmmLC 3% y M w  9%), corrobomio p; tanto estudios previos 

realizados sobre esta misma explotación a raíz del brote de pleuroneu~~onia caprina de 1990, 

en los que se referenció por primera vez el aislamiento de en España en un brote de 

pleuroneumonía caprina y el aislamiento de MmmLC en las Islas Canarias (Villalba y cols., 

1992). 

El aislamiento de de pulmón del 2 1% de li ;. aabritl;:? !=studiados es un 

dato de especial relevancia, dado que ningún autor ha referenciacio un porcentaje similar en 

muestras de pulmón. En un brote de mamitis y artritis que requirió la destrucción de todo un 

rebaño de 700 cabras en California, sólamente dos animales (una cabra adulta y un cabrito de 

2 semanas de edad) fiieron positivos al aislamiento de M. putrefaciens de muestras pulmonares 

(Damassa y cols., 1987a). En un brote de poliartritis en cabritos descrito por Rodríguez y cols. 

(1994) se aisló M. putrefaciens de sangre, tráquea y líquido sinovial, siendo negativas las 

muestras de pulmón. En cuanto a las lesiones observadas en nuestrc; estudio, todos los cabritos 

de cuyo pulmón se aisló M. putrefaciens presentaron lesiones kistológicas a nivel pulmonar, 

consistentes en neumonía enzoótica (96%) y bronconeumonía purulenta (4%). No existen en 

la bibliograña referencias de lesiones pulmonares en ganado caprino asociadas al aislamiento 

de M. ~utrefaciens. Así, en el brote descrito por Damassa y cols. (1987), el cabrito de cuyo 

pulmón h e  aislado este-micoplasma no mostró - .  ~ lesiones histológicas a nivel pulmonar. Otros 

autores atriiuyen la faha de lesiones pulmonares en Secciones por M. putrefaciens a una falta 

de tropismo de éste por el pulmón (Adler y cols., 1980; Gaillard-Perrin y cok., 1985; Damassa 

y cols., 1987a; Rodriguez y cols., 1994). Aunque en algunos de los cabritos de los que se aisló 
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a, P. multocidq y Moraxella spp,, en casi la mitad de ellos (43%) el único aislamiento a 

partir de pulmón fue M. putrefaciens. Si bien son necesarios por tanto estudios experimentales 

que demuestren el posible tropismo de este microorganismo por el pulmón , así como su 
. * - -" -- ---- .ir ,,.k Ano .,a-;+- ,,'.,,& potenciai garugtuu, iiu~stiua L G ~ L U L ~ U V J  ybiruirbu awviur p ~ r  p ~ i e r ~ !  V ~ Z  d &h.6mtn de 

putrehciens con lesiones pulmonares encuadradas dentro de lo que hemos llamado neumonía 

enzoótica de los cabritos y10 a bronconeumonía pudenta. 

En el 9% de los cabritos necropsiados se aisló M. a~alactiae de pulmón. Este 

micoplasma también ha sido aislado de pulmón por otros autores (Gupta y cols., 1984; Guha 

y Verma, 1987a; Cottew, 1984) y algunos estudios experimentales han demostrado que &L 
galactiae puede provocar, por vía intratraqueal, neumonías en cabritos de 2-4 meses de edad 

(Guha y V e m ,  1987a). En dos de los cabritos de cuyos pulmones se aisló M. agalactiae se 

observaron lesiones de neumonía enzoótica, si bien también se aislaron en estos casos E 
muítoci& y M. ~utrefaciens respectivamente. El único cabrito con Ki-,.agalactiae como único 

- 
, ' 

aislamiento a nivel pulmonar no mostró cambios histológicos S- i L: i I as en este órgano. 
In&nnna n n i i m A n i ~ g c  Estos datos no permiten por tanto aso&í a este mk~y!amr c - .,a ,,,, u,-v,,, 

observadas en nuestro estudio, si bien según nuestra experi:ncia no deben descartarse 

(Feniández, 1995, comunicación personal). 

M. a r - M  fue aislado del pulmón en uno de los cabritos estudiados. Clásicamente se 
. . ha considerado a M. a r d  como un micoplasma apatógeno para el ganado caprino, pero 

recientemente ha sido descrito un brote de neumonía caprina en Brasil con una mortalidad del 
. . 

20% en el que se aislaron M. ar-gmmi y M. oviDneumoniae de pulmón, siendo según los autores 

el primer caso de neumonía caprina debida a M. ar-ghhi en Brasil (Gomes y cols., 1994). 

Creemos que las lesiones observadas en nuestro caso (neumonía enzoót-ica y bronconeumonía 
purulenta) pueden deberse al sinergismo con otros microorgacic,- ' .  multocib y 

CAR-bacilhis, que fueron demostrados mediante técnicas inrmrn., - r  J'02-.;r.c t: iiistoquúnicas 

respectivamente. 

En un 15% de los cabritos estudiados se aisló de pulmón un micoplasma que mostró 

l i n  crecimiento muy lento en los medios de cultivo utilizados, hidrolizó la arginina siendo 

negativas el resto de las pruebas de identificación bioquímica, así como también lo fue a las 

pruebas serológicas de identificación, después de emplear todos los sueros anti-micoplasmas 

caprinos de que disponíamos. Este micoplasma ha quedado referenciado en nuestro trabajo 

como M. spy., siendo necesario el empleo de otros métodos de identificación que nos permitan 

finalmente caracterizarlo. 

Todos los cabritos que mostraron artritis (21%) heron positivos al aislamiento de 
micoplasmas en pulmón y10 bazo. A partir del pulmón de estos animales se aislaron MmmLC, 

M. putrefaciens y M. a alactiae, mientras que -m subsp. capricolum fue aislado a 



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 lesión, si bien es 
' 

lo más probable dado el tropismo de estos microorganismos por esta región anatómica 
m 1 - - -  - -  A -  d.. ,:A. ',+, A', ,,-"a 0 nnr+;r AP l Q  E Q n m P  (ilamassa y cm., I Y ~  ID).  rur uua y ULG, el iiv dlhlnti j iu~~ U= --yLULLLPa a Y - - UV YI.Ybl., 

de estos animales, impide establecer con certeza la posibilidad de una septicemia como causa 

de la artritis, mecanismo patogénico ya señalado por otros autores (DaMassa y cols., 198%; 

Blood y cols., 1988; DaMassa y cols., 1992; Rodríguez y cols., 1994). Sin embargo, podría- 

deberse a una fase septicémica transitoria (Howard y Taylor, 1985), lo que justiíica la 

importancia de este tipo de mecanismo patogénico en las micoplasmosis caprinas. 

En el caso de las cabras adultas, sólo un 6% fueron positivas al aislamiento de 

micoplasmas en pulmón, no pudiendo determinar la especie en ninguno de los casos, quedando 

referenciado como M. y p .  Este micoplasma presentó en todos los casos idénticas 

características de crecimiento y perfd bioquímico que las descritas anteriormente para el M. 
aislado en cabritos, resultando igualmente negativas las pruebas serológicas de 

a 

También se aislaron a partir de otros órganos M. a alactiae (bar0 y ganglio), - O m 

y M. putrefaciens (bazo y útero). En un brote de 9;   lb+ en - O m 

un rebaño de 700 cabras en California, M. putrefaciens h e  aislado dr' 
E mbra O 

adulta (DaMassa y cols., 1987a). Estos mismos autores también descn- . ,mento de n 

E 

M. putrefaciens a partir de otros tejidos y fluidos por primera vez, tale:, : ,r: ebro, riñón, a 

pulmón, ganglios M t i w s  y orina. Roddguez y cols. (1994) descniieron el aislamiento de M. n n 

putrefaciens a partir de sangre, tráquea y líquido sinovial de cabritos con poliartritis. Sin 
3 O 

embargo, no existe en la bíbliograña ninguna referencia sobre el aislamiento de este micoplasma 

en bazo, lo que indica su llegada sanguínea (septicemia transitoria), poniendo de d e s t o  la 

necesidad de estudios complementarios que permitan establecer la patogenicidad real de M. 
gutrefaclens en ei ganado caprino. 

No se aislaron micoplasmas a partir de la sangre de ninguno de los 83 animales 

est~diados. &ersos autores hacen referencia al curso agudo de rl.mas de las infecciones 

producidas por micoplasmas pertenecientes al grupo M. mvcoid-.? Aose detectar en 

estos casos una fase septicémica generalmente de corta duración ( -i%ssa y cols., 1983a; 

Jones, 1989; DaMassa y cols., 1992; Rodríguez, 1993). Las fe: crónicas de estas 

infecciones micoplásmicas suelen ser asepticémicas, no detectándose ai~oplasmas en sangre 

(Perreau, 1979b; DaMassa y cols., 1986). El Último brote de pleuroneumonía en esta 

explotación había tenido lugar siete meses antes del sacrificio, realizándose éste en un período 

en el que no observamos enfermedad micoplásmica aguda en ninguno de los animales 

necropsiados. En los animales adultos, el bajo número de micoplasmas patógenos aislados, así 

como ia menor intensiciaci de ias iesiones obewadas, jü~Xcai; estos resdtados. Er! !os 



cabritos, dado el mayor número de aislamientos de micoplasmas junto con el alto porcentaje 

de animales con lesiones pulmonares, los resultados microbiológicos negativos en sangre 

podrían justificarse por la septicemia de carácter transitorio descrita por Howard y Taylor 
I r  nnr\ 
( lYa2), Siendo m esros &les en los i p  les &qkms pzt@ruus y 

MmmIC causantes de los brotes previos de.pleuroneum~nía descritos en esta explotación. 

En el 15% de los cabritos estudiados se aisló Pasteurella multocida a partir de muestras 

del parénquima pulmonar. Aunque se cita en la bibliografía una mayor prevalencia de 

haemolytica en los pequeños rumiantes (Carter, 1967; Gilmour, 1980; Baysal y Guler, 1992; 

Sanchís y Abadie, 1992), todos los aislamientos que obtuvimos fiieron identificados como P, 

muitocib. En estudios llevados a cabo por otros autores también se señalan un mayor número 

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. multocide estuvo asociada con el 

aislamiento de otros mícroorganismos, como M. ~utrefacienii, M. agalrlctiae. Pulmc, M. FE., 
o con la demostración histoquimica de CAR-bacillus en bronquios. Las Secciones dobles, 

~ycopiasma sp, más Pasteurefla s p ~ ,  han .sido descritas por otros d a r e s  (kmes y cok, 
:: 

1978; Davies y cols., 1981; Doutre y Perreau, 1983a; Rodríguez, 1993), no habiendo sido - 
m 

11 referenciada hasta el momento una infección doble ]easteure más CAR-bacillus. Jones 
O 

- 
0 

y cols. (1978) describen una Sección cmjunta de M. ovipneumoniae y P. haemolyticíi en m 

E 

ganado ovino que indujo una neumonía crónica acompañada, en algunos casos, de pleuritis. 
O 

g 
a 

Nuestros resultados parecen indicar, al igual que lo señalado por otros autores (Doutre y E 
a 

Perreau, 1983a) que las neumonías en las que se aisla Pastanella syp, se deben a la a 
a 

complicación por otros microrganismos. El no aislamiento de Pasteurella m en dos animales 
a 

5 

adultos necropsiados, en los que sólamente h e  aislado M.qp. eri 12:- bajo porcentaje (6%) 
O 

parece coníkmar esta hipótesis. 

Numerosos autores han empleado técnicas innriunocitoquh, i :$idos fijados 
/-T.** .,.m.-, con eí hn de detectar antígenos micopiásmicos pq r r  la; l?okik-'v'oge&s-iig ,: cok, 1978; 

Martín de las Mulas y cols., 1990; Rodríguez, 1993; ScanPani y cols., 1994), llegando a 

hipotetizar, en algunos casos, la posibilidad de diferenciar micoplasmas "m situ", lo que 

obviaría problemas en el clonaje cuando coexisten micopiasmas c m  &+rente veiociciad de 

crecimiento (Martín de las Mulas, 1990). En nuestro estudio, un 27% ciz los cabritos mostraron 

inmunorreacción positiva fiente a M. mycoides, caracterizada por su aspecto puntiforme, 

generalmente en el citoplasma de neutróñlos y macrófagos, y también en el borde apical de 

células epiteliales descarnadas al igual que lo descrito por otros autores (Rodríguez, 1993; 

ScanPani y cok., 1994). Sólamente una cabra adulta presentó inmunorreacción positiva fiente 

a M. mvcoides, 



anteriormente. En otros 5 animales con inmunorreacción positiva frente a M. mvcoides se 

aislaron diferentes especies de micoplasmas, como M. putrefaciens, M. agalactiae y M. Q., 

mientras que en un animal inmunohistoquímicamente positivo no h e  aislado ningún 

micoplasma. Estos r;esLii'~ádos se asemejm ea algüiios aqedvs a !m descritus por Sc& 

y cols. (1994) en un estudio sobre la utilidad de las técnicas inmunohistoquímícas en el 

diagnóstico de la Perineumonía Contagiosa Bovina (PNCB). Estos autores señalan que sobre 

un total de 82 animales con PNCB se detectó antígeno de M. mvcoides en 16 casos 

microbiológicamente negativos, mientras que M. mycoides nunca se aisló de pulmones 

inmunohistoquímicarnente negativos, destacando por tanto la mayor sensibilidad de estos 

métodos fiente al aislamiento microbiológico (Sc& y cols., 1994). Nuestros resultados 

indican también una mayor sensibilidad de las técnicas de detección inmunohistológica de 

antígenos micoplásmicos fiente al aislamiento microbiológico. 

Por otro lado, los 2 animaies mrminobistoquímicamente positivos fiente a M. mvcoides 

en los que se había aislado M. putrefaciens mostraron una inmunorreacción muy intensa al 

utiiim ei suero ami-M. pmeiaciens. ¿a inmunorreac~ílñ frente á M. iiiycYides ea estit~s cases 
a podría deberse por tanto a reacciones cruzadas entre estos dos micoplasmas. Sin embargo no 
= m 

se han descrito reacciones cruzadas entre M. mycoides y M. p1t.&ciens. Otra posibilidad, O 

- 
0 

pensamos que más probable, es que en estos animales las diñcuhades ktJmsecas del aislamiento m 

E 

microbiológico hubieran impedido el aislamiento de MmmLC lo que confirmaría la mayor O 

o 

sensiiilidad de los métodos inmunohistológicos (Scanziani y cols., 1994). 
n 

E 
a 

La detección de antígeno de P. multocidq en tejidos fijados ha demostrado, en base a n n 

nuestros resuhados, una mayor sensibilidad que el aislamiento microbiológico ya que un 21% 
3 O 

de los cabritos y un 8% de las cabras adultas mostraron inmunorreacción positiva, fiente a los 

porcentajes de aislamiento del 15% y 0% respectivamente. 

Jones y Wood (1988), en un estudio serológico sobre 422 cabras adultas, mediante 

hemoaglutinación indirecta, encontraron que el 7% de los sueros tenían anticuerpos fiente a 

Mmc, el 2,6% fiente a M. biotipo F-38 (actual M. capricolwn subsp. capripneumoniítg) y el 

3, hO/n fiente a ambos microrganismos. Ghosh y cols. (1989) detectaron anticuerpos fiente 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 fijación del 

complemento poseían anticuerpos fiente a M. F-38. Nuestro estudio serológico fiente a 

MmmLC nevado a cabo en 192 sueros (33 cabritos y 159 cabras adultas) demostró la escasa 

respuesta humoral por parte de los animales más jóvenes (0%) mientras que un 12% de las 

cabras adultas presentaron títulos significativos de anticuerpos fiente a este microrganismo, lo 
que contrasta con un considerable número de aislamientos. Esto indica el interés de los 

mecanismos de persistencia de estos micoplasmas con un importante potencial patógeno, como 
se venía demostrando en esta eqiotaciüíí (Ro&4guez, 1993). 



Numerosos autores han señalado la variabilidad del poder inmunógeno 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 más patógenos ehden 
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preferentemente los linfocitos T supresores (Cassel y cols., 1985). Este hecho podría 

considerarse en los animales adultos, así como en los jóvenes la edad y sus condiciones de 

manejo para explicar los resultados serológicos encontrados. En el caso particular de las cabras 

adultas, dado que la mayoría de los animales serológicamente positivos no heron 

necropsiados, nos resulta dificil establecer con certeza una relación seroposit~dad/infecciÓn, 

si bien cabria esperar una baja tasa de infección en base a los resultados obtenidos en el resto 

del rebaño necropsiado, teniendo en cuenta que el Último brote de la enfermedad tuvo lugar 

7 meses antes del momento del sacrificio. Todo ello indica una protección escasa en el ganado 

adulto, predisponiéndolo a la infección por cepas de micoplasmas reactivadas o nuevas que 

entren en la granja. 

En cuanto a ia metoáoiogía empleada y con el h de e-q3ca el bajo n-írmero de 
animales positivos hallado mediante la técnica de Blocking ELISA, se realizaron algunas 

pruebas control mediante Westem Blot, llegando a la conclusión de que, o bien el epítopo 

reconocido por el anticuerpo monoclonal4FlOB2 fiente a MmmL6 no es inmunodominante, 

o bien no pertenece al repertorio inmunológico de todos los animales. Estos resultados 

limitarían, por tanto, el uso de este anticuerpo monoclonal en cualquier test serológico, aunque 

podría ser usado para la detección de antígeno (Tbiaucourt, 1994, comunicación personal). 

En cuanto a los datos hematológicos del colectivo de animales necropsiados no 

observamos cambios significativos con respecto a la normalidad en los distintos parámetros 

analizados. Los datos hematológicos aportados por otros autores en el caso de infecciones 

micoplásmicas han sido muy variables. Así, en una inoculación experimental con Mmc /. nn*, ciesarroiiada por M a t a y o  y cok. ( ~ Y Y U )  se demostró h a n t e  ia hse aguda -ma si@~aika 

leucocitosis debida a una neutrofilia con regeneración a la izquierda, mientras que las cabras 

que sobrevivieron presentaron valores normales después de la segunda semana tras la infección. 

Tampoco observaron cambios significativos en el recuento eritrocitario, concentracion de 

hemoglobina y volunen corpuscular medio. En el caso de infecciones por MmmLC, 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 crónica de la enfermedad. Finalmente, en infecciones 

mixtas por Mmc y MmmLC no se hallaron cambios significativos en la fórmula leucocitaria 

(Ojo, 197623). El carácter eminentemente crónico-subclínico de la infección micoplásmica en 

la explotación objeto de estudio justifica por tanto los resultados hematológicos obtenidos no 

conñriendo un valor indicador de la infección. 





PRIMERA.- Un 82% de los animales jóvenes y un 35% de los adultos presentaron 

iesiones puimonares. Estas iesiones consistieron fino'ianieniainienie en -mi ñe-moda 
a 

broncointersíicial con linfoproliferaciones a nivel penironquial y penironquiolar, lesiones que - 
m 

encuadramos dentro de la denominación de neumonía enzoótica. 
O 

- 
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SEGUNDA- En los cabritos estudiados se aislaron de pulmón M. mycoida (MmmLC 
. . 

'ena (21%), M. agalactiae (9%), M. arpmmi (3%), M. s p ~ .  (15%) y Mmr) (l2%), M putrefaa n 

E 

y PasteureIla multocida (1 5%). Los aislamientos microbiológicos (o demostración histoquímica a 

en el caso de CAR-bacillus) a partir de los pulmones de cabritos con lesiones de neumonía 
n n 

n 

enzoótica demuestran que son los micoplasmas los microrganismos más frecuentemente 3 O 

aislados de este tipo de lesión (46%), solos o en asociación con otros microorganismos tdes 

como Pasteurella multocid;l(l8%) y/o CAR-bacillus (25%). 

TERCERA.- En el 6% de las cabras adultas estudiadas se aisló de pulmón M. spp. Los 

aislatriientos microbiológicos (o demostración histoquimica en el caso de CAR-bacillus) a partir 

de los pulmones de cabras adultas afectadas de neumonía enzoótica demuestran que M. spp, 
. . 

estuvo asociado con estas lesiones en un 12% de los casos: mientras que CAR-bacillus estwo 

presente en el 45% de los pulmones con neumonía enzoótica. 

CUARTA.- El estudio inmunohistológico demostró una mayor sensibilidad de las 

técnicas inmimohistoquínncas fiente al aislamiento microbiológico. Así, un 27% de los cabritos 

estudiados y un 2% de las cabras adultas mostraron inmunorreacción positiva fiente a M. 
mycoides. Un 2 1% de los cabritos y un 8% de los animales adultos evidenciaron positividad 

fiente 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 neumonía enzoótica y 

en el 39% de las cabras adultas con esta misma lesión pulmonar CAR-bacillus h e  el único 

microorganismo asociado con k b&h. 

SEXTA.- Los resultados microbiológicos, inmunohistológicos y serológicos mdican 

la pasajera protección humoral y la predisposición de este rebaño a padecer infecciones 

virulentas por MmmLC y Mmc persistentes en los animales más jóvenes del colectivo. 
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En el presente trabajo se ha realizado un estudio histolóejco, inmunohistológico y 

microbioiógico dei aparato respiratorio de 83 animales s a d c a d o s  (33 cabritos y 50 cabras 
a 

adultas) pertenecientes a un rebaño con antecedentes de pleuroneumonía caprina causada por - 
m 

micoplasmas del grupo M. mycoide~ y que fue s a d c a d o  en su totalidad. 
O 

- 
0 
m 

Un 82% de los animales jóvenes y un 35% de los adultos presentaron lesiones 

pulmonares. Estas lesiones consistieron hdamentalmente en una neumonía broncomtersticial 

con linfoproliferaciones a nivel penironquial y periironquiolar, lesiones que encuadramos 

dentro de la denominación de neumonía enzoótica. 

En los cabritos estudiados se aislaron de pulmón M. mycoides (MmmLC y Mmc) 

(12%), M. putrefaciens (21%), M. agalactia (9%), M. argjniqi '3%), M.sp. (15%) y 

Pasteurella multocida (15%), siendo los micoplasmas los micru a o s  asociados en un 

mayor porcentaje con las lesiones de neumonía enzoótica. M. SI? : aislado de un 6% de 

animales adultos. Por otra parte, este trabajo constituye la primera referencia de M. 
gutrefaciens asociado a lesiones pulmonares. Los resultados del estudio microbiológico 
demuertl- que 10s cabritos consl_ituyeron la principal fiiente de MmmLC y Mmc, micoplasmas 

causantes de los brotes previos de pleuroneumonía caprina en este rebaño. 

El estudio inmunohistológico demostró una mayor sensliilidad de las técnicas 
mmiinohistoquímicas fiente al aislamiento microbiológico. Así, w 27% de los cabritos y un 2% 

de las cabras adultas mostraron inmunorreacción positiva h t e  a M. mycoides. Un 21% de 
los cabritos y un 8% de los animales adultos evidenciaron pos i t~dad fiente a Pasteurella 

- .  
multocida, 

Por otra parte, se demostró la presencia de CAR-bacillus en el epitelio respiratorio 

ciiiado de cabritos @4%j y cabras adultas (28=/ój, constituyendo ia primera referencia de este 
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microorganismo en el aparato respiratorio de estas Últimas. También se asocia, por primera 

vez, la presencia de CAR-bacillus a nivel del epitelio bronquial con lesiones de neumonía 

enzoótica en caprino, así como la asociación de CAR-bacillus a una traqueitis 
l:,l',,l,-,,L,i, A, ,,d,,,A, ,. ,.,. , , , , ~ ~ - ' n c : , ~  
u u p ~ i ~ s u ~ u ~ ~ ~ í i l m  UG u u u ~ ~ a u a  a  t j l a v G  u u y  uuauwwuwa. 

El estudio serológico fiente a MnrmLC llevado a cabo en 192 animales (33 cabritos y 

159 cabras adultas) demostró la escasa respuesta humoral por parte de los animales más 

jóvenes (O%), mientras que el 12% de las cabras adultas presentaron títulos significativos de 

anticuerpos, no habiéndose aislado de estos animales ningún micoplasma del grupo M. 

mvcoides. 
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1 .  the present work we have carried out a histological, immunohistological and 

microbiological study on the respiratory system of 83 goats (33 kids and 5-  adults) belonging 

to a herd with a background of caprine pleuropneumoniae caused by .-. - 
. . ' .mas belonging 

to the M. mvcoides cluster. All animals of the herd were euthanize. ' . 

Fulmonary lesions were observed m 82% of the kids studieci L..., :, .i*.the adult 

goats. These lesions were characterized by a bronchomterstitial pneumonia accompanied by 

peribronchial and peribronchiolar lymphoid cuffmg, bemg inchrded under the deaomination of 

enzootic pneumonia. 

The percentage fiequency of isolation of difFerent microorganisms fiom the h g s  of 

the kids was as follows: M. mycoides (MmmLC and a) (12%), M. putrefaciens (21%), M. 
. . . 

agalactiae (9%), M. armmm (3%), M. po. (15%) and &te?lma multocide (15%). 

Mycoplasmas were highest associated to the lesions of enzootii: . ~lionia.  M. s r > ~ .  was 

isolated fiom 6% of adult goats. This work is the 6rst reference of X p?refaciens associated 

with pdmonary íesions . Microbioiogicai resuits showed that &e bds were &e main 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 Mmunohistochemical 

techniques was higher, detecting M. mycoides antigen m 27% of the ! .5 !~~ studied and 2% of 

the adult goats, and meurella multocida antigen m 21% of the ES. 2 : -  '. 8% of the goats. 

On the other hand, CAR-bacillus was detected between thc ciua on respiratory 

epithelium, being the ñrst reference of this microorganism in the respiratory tract of adult 

goats. It is described for the ñrst 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. 



The serological study for MnmiLC mcluded 192 animals (33 kids and 1 5 9 adult goat S) 
- and showed a weak humoral response of the kids (0%). Antibody titres against MmmLC were 

detected m 12% ofthe goats, but no mycoplasmas belonging to the M. mvcoides cluster were 
kubLed fiam 'dese M. 
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