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RESUMEN

La cabra es un importante animal de explotacidn ganadera y los -
problemas respiratorios representan una de sus principales enfermedades.
Dentro del proceso neumdnico se menciona la participacidn de los micoplas
mas como organismos intermedios; sin embargo, la informacidn nacional so-
bre las especies de micoplasmas que estdn involucradas dentro de 1os pro-
cesos neumdnicos caprinos es muy pobre. Debido a ello, el objetivo de es
te trabajo fue aislar e identificar las especies de micoplasmas recupera-
das de muestras de pulmones neumdnicos,de cabras sacrificadas a nivel de
rastro y correlacionar ¢l analisis histopatoldgico y las especies bacteria

nas aisladas con los aislamientos de micoplasmas, con el intento de com-
prender mejor la interaccidn de jos dilTerentes agentes participantes en -
la etiologia y patogenia del proceso neumdnico caprino.
Se colectaron 286 muestras de pulmones de cabras de los rastros de Capul-
huac,Edo de M&x y Milpa Alta, D.F. 68 fueron considerados como neumdnicos
de acuerdo con a1 exdmen histopatoldgico ¥ las 218 muestras restantes co=
mo normales o con cambios leves e inespecifacos . Las lesiocnes que se ob-
servaron en la mayor parte de los pulmones neumdnicos eran dreas de conso
1idaéién roja-gris Jocalizadas en 105 16bulos pulmonares craneoventrales
E1 andlisis histopatoldgico practicado a las 68 muestras de pulmones neu-
monicos mostrd diferentes tipos de neumonias de las cuales las neumonias
exudativas, mixtas, proliferativas y abscedativas fueron las mds frecuen
tes. Se aisld una gran variedad de g@neros bacterianos tanto de pulmones
neumdnicos como de pulmones normales. Sin embargo, el andlisis estadisti-

co de X2 mostrd que los aislamientos de Escherichia coli, Branhamella -
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ovis, Pasteurella multecida, Pasteurella haemolytica, Corynebacterium ovis y

micopiasmas de pulmones neumdnicos era significativo. Se ohtuvieron un to--
tal de 27 aislamientos de micoplasmas tanto de pulmones neumdnicos como de

pulmones normales. Once de astos aislamientos pertenecieron a Tas 68 mues--
tras de pulmones neumdnicos (17.6%) y 16 a las muestras de pulmones norma=--
Tes (7.3%). Se realizaron clonaciones con cada uno de los aislamientos de

micoplasmas para posteriormente efectuarseles la prueba de dependencia de -
esteroles que indicé que todos los aislamientos pertenecYan al género Myco-
plasma. Todas las cepas de micoplasmas aisladas presentaban caracteristi--
cas bioquimicas en comin, como fueron: incapacidad para fermentar glucosa e
hidrolizar la arginina, productoras de pelicula y manchas y productoras de

péroxido de hidrogeno. Las pruebas seroldgicas de inhibicidn de crecimiento
e inmunofluorescencia mostraron que hab¥a relacidn serolfgica entre los ais
lamientos ¥ la cepa de referenciz do M. capyinc del grupo 7 de Ai-Aubaidi.-
Sin embargo, se observaron caracteristicas bioquimicas en los aislamientos-
que no se observaron ni han sido reportadas para el M. caprino del grupo 7.
Bioguimicamente los aislamientos mostraron estar mids relacionados con M. a-
qalactiae pero no se pudo demostrar si existia o no relacidn sergldgica en-
tre los aislamientos y esta especie de micoplasma. Se ha considerado que -
la producridn de péroxido de hidrdgeno es un factor involucrado en la pato-
génesis ce los micoplasmas y este factor se encontrd en todos los aislamien
tos obtenidos lo cual indica que estos micoplasmas realmente podrian estar-
1nvo1uprados dentro del proceso neuménico caprino, ademds, &stos fueron ais
lados de diferentes tipos de neumonias lo cual sugiere que estos microorga-
nismas podrfan estar actuando como agentes desencadenantes del proceso neu
ménico y que es necesario investigar mds al respecto para determinar el pa

pel edacto que juegan los micoplasmas dentro de estos procesos.
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I. INTRODUCCION.

A.1. ANTECEDENTES.
E1 pulmdn tiene un eficiente sistema de defensa y puede eliminar
practicamente todas Tas particulas, menos las de menor tamafio, por mecanis-

mes no especificos que involucran a la filtracidn aerodinamica, cambiocs brus

cos en ta direccidn del arbol respiratorio, y el desplazamiento del moco

impulsado por el movimiento ciliar, al cual pueden adherirse las particulas
¥ ser eliminadas hacia Tos orificios naturales {121}.

E1 depdsito de particulas en diferentes partes del drbol respira
torio depende fundamentalmente del tamafio de &stas. Las particulas de mis
de 10 m se depositan en los cornetes nasales por su fuerza de inercia; al
descender por el arbol respiratorio, la velocidad de flujo de aire descien
de obligando a la sedimentacifn por gravedad de particulas de 10 - 2 m
en el epitelio traqueobronquial. Las particulas de 0.5 m no se depositan
¥ se retiran con la expiracion las particulas con diagmetros entre 0.5 my
2 m pueden franquear los mecanismos de defensa especificos e inespecifi-
cos del aparato respiratorio superier y logran llegar hasta la pared del al
veolo, por ejemplo las bacterias (53). ‘

' Sih embargo existen otros mecanismos de defensa que actdan a ni-
vel alveolar y son cpaces de inactivar a las bacterias, EIl principal res-
ponsable de esta inactivaciﬁn‘es el macrdfago alveolar, pero existen otras
sustancias que ayudan a la proteccién del tejido pulmonar, entre ellas se
encuentran a las inmuneglobulinas, ]isozima,'transferrina, interferon, an-
titripsina y complemento (54} (121); pero también existen factores o condi
ciones que afectan Ta eliminacign bacteriana respiratoria. Entre
estos factores se mencionan a ]és temperaturas bajas, himedad

alta relativa, situaciones de estréss y concentraciones altas de gases cO-

mo el amonfaco, el sulfuro de hidrégeno y el didxido de carbono {76).
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La infeccién viral, es otro de los factores que también afecta la
eliminacidn bacteriana, debido a que diversos virus son capaces de deprimir

las defensas pulmonares favoreciendo la infecciin o colonizacidn bacteriana.

Por 1o que se ha considerado que muchos de los problemas respira-
torios son resultado de la interaccidn secuencial de factores ambientales -

agentes virales-organismos intermedios y bacterias (90).

-~

Este complejo respiratorio es un proceso infecto-contagioso que -
afecta fundamentalmente a animales j6venes y puede presentarse en forma ina
parente o con signos leves de bronconeumonia an los adultos dejando como
secuela una poblacidn deteriorada fisicamente; ocasionando, ademds, retraso
en el crecimiento en aquellos animales afectados cronicamente. En éstos, -
la lesién crdnica representa un proceso secundario ya que la primoinfeccidn
generalmente viral, ha sido reemplazada por el proceso bacteriano secunda-

=1e

—~

8a).

E1 papel que juegan las bacterias en el proceso neumdnico por mu
chos afios estuvd sin esclarecerse completamente, a pesar de que ciertas bac
terias podian aislarse con regularidad de pulmones neumdnicos ya que estas
no eran capaces por s1 solas en condiciones experimentales de cauéar 1a en-
fermedad, y no fue hasta que, la idea de complejo neumdnico de etiologia -
multiple y secuencial quedo establecida, que se comenzd a compfender a las
bacterias en su papel de invasores secundarios, incapaces por un lado de pro
ducir 1a enfermedad pon si solas y responsables por el otro lado de las le-
siones graves del complejo neumdnico (90).

Los organismos intermedios en estos procesos neumdnicos estan re-
presentados principalmente por el gé@nero Mycoplasma (90), este tipo de en-
fermedades ocasiona a Ta industria caprina graves pérdidas econdmicas en -
nuestro pais, donde se ha reportado una incidencia de neumonias del 10.4%

en cabras sacrificadas a nivel de rastro {91).
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A pesar de que una gran diversidad de especies de Micoplasma se
han aislado de cabras, 1a informacidn sobre muchos de los aisiamientos és
particularmente confusa ya que no existe un acuerdo general acerca de la
clasificacidn de muchos de &stos (47).

La literatura pasada llegd a crear gran confusidn entre la pleu

roneumonia contagiosa caprina (PCC) causada por Mycoplasma mycoides var -

capri y la producida por otras especies de micoplasmas, como: Mycoplasma
mycoides var mycoides tipo colonias grandes, M. capricolum y la cepa de -
Mycoplasma F-38 (1)(88)(70).

Las especies anteriormente citadas causan enfermedades que toman

principalmente un curso agudo y ocasionan elevados Tndices de morbilidad y
mortalidad (84). Estas han sido reportadas principalmente en Asia, Africa
y Europa (104)(85) en Norteamdrica (86) y México (112).

En M&xico las lesiones de 1a pleuroneumonia contagiosa caprina
fueron descritas en el afno de 1964 por Aluja y col (5). Tres afos después

Solana y Rivera Cruz aislaron Mycoplasma mycoides var capri de cabras que

presentaban las mismas lesiones (11Z). Un estudic seroepizootioldgico so-
bre la enfermedad reveld de un 12 a un 739% de positividad en varios esta-
dos de 1a Repibiica Mexicana (113).

Mycoplasma agalactiae, causante del sindrome de Ta agalactia con

tagiosa de ovinos y caprinos causa predominantemente mastitis pero ademas
induce artritis, queratoconjuntivitis, pleuresia y vulvovaginitis (30)(105)
con una mortalidad que puede alcanzar hasta el 15%(37). Esta infeccidn se
ha reportado principalmente en ciudades del Mediterraneo (29).

Informes recientes de Francia, Espasia e JIsrael han involucrado a

M. mycoides var mycoides tipo colonias grandes y a M. capricolum con una en

fermedad similar a la agalactia contagiosa (88)(87)(13).
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M. ovigneumgniae se ha aislado del aparato respiratorio de ovinos
con neumonia proliferativa intersticial crdnica; se Tle considera como un -
agente predisponente a la infeccidn por bacterias principalmente Pasteurella
haemolytica (73). Esta especie de micoplasma ha sido aislada de pulmones

neumbnicos de cabras en Mé@xico, Australia y Estados Unides (24)}{21)(114).

M. arginini ha sido aislado de pulmones neumdnicos de ovinos vy
caprinos pero su papel en la etiologia de la enfermedad es incierta, consi-
derdndosele hasta ahora como un organismo poco patSgeno o bién como proba-

blemente inocuo (60).

En México, Ciprian realizd un estudio de aislamiento y caracteri-
zacidn de micoplasmas recuperados de pulmones neumGnicos de ovinos y capri-
nos en el cual se aislaron 7 cepas de 4. arginini, 2 cepas de M. ovipneumo-
niae y 4 cepas no caracierizadas designadas como Myecnplasma s.p. a partir

de 120 pulmones neumdnicos de cabra que presentaban 3reas de consolidacidn

gris-rojiza (24).

Otras especies aisladas de cabras son M. putrefaciens, M. conjun-

tivae, Acholeplasma laidlawii, A. oculi, c¢epas de Ureaplasmas y los grupos
5 y 7 de Al-Aubaidi y los grupos 17 y 18 de Cottew {12)(46) (Cuadro I)

Las especies anteriormente descritas pueden encontrarse como co-
mensales en animales clinicamente sanos a nivel de senos nasales, tonsilas

y tracto genito urinario (61)., Se ha demostrado que M agalactiae, M. capri-

colum, M. mycoides var mycoides tipo colonias grandes y M. putrefaciens pue
den aislarse del canal auditivo de las cabras y frecuentemente tambi&n del

oido medio. Estos animales probablemente no son seroldgicamente positivos y
por lo QPnto constituyen un elevado riesgo de difusi6n de micoplasmas cuan-

do son introducidos a otros hastos (32)(59)
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B. GENERALIDADES SOBRE LOS MICOPLASMAS,

1. HISTORIA.

Nocard y col (81) en 18398 fueron los primeros en aislar organis-
mos del grupo micoplasma en medios 1ibres de células a partir de exudados
de bovinos que murieron de pleuroncumonia contagiosa bovina (PCB)Y:; al or-

ganismo aislado se le conoce actualmente como Mycoplasma mycoides var my-~

coides. Veinticinco afios después Bridré y Donatien aislaron M. agalactiae
el agente causal de la agalactia contagiosa de borregos y cabras (20). De
bido 2 la estrecha semejanza entre este organismo y el de la pleuraoneumonia
contagiosa bovina se les designan con el nombre de PPLO {(Pleuroneumonia =

Like Organism).

2. NOMENCLATURA.

E1 primer nombre dado al organismo de la PCB fue Asterococcus my-
coides daﬁo por Borrel en 1910 (16). Sin embargo, el nombre fue inadecua-
do debido al homdnimec con gl aénero algal Asterococcus. En 1955 se sugieren
Tos nombres de Mycoplasma (B80) y Borrelomyces (122). Edward y Freundt en
1356 proponen el uso de Mycoplasma como nombre genérico sobre las bases
de prioridad y uso general (44). E1 nombre Mycoplasma significa forma fi-
lamentosa que describe las formas p1e0m6rfic£s observadas en estos microor

ganismos.

Debido a las diferencias fundamentales entre micoplasmas y la
clase Schizomycetes se establece la clase Mollicutes para el orden de las My-
coplasmatales que es paralelo pero distinto de la clase Schizomycetes (45).
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3. CARACTERISTICAS DE LOS MICOPLASMAS.

Los micoplasmas son los organismos de vida Tibre mds pequefios que
se conocen, se multiplican en medios 1ibres de cé&luelas, aunque muchas espe-

cies requicren de medios complejos enriquecidos con suero para su desarrollo.

Loes micoplasmas difteren de los virus y rickettsias en que no ne-
cesitan de c&lulas vivas para su desarrollo; y de las bacterias en que no -
presentan una pared celular, Esta carencia explica las formas pleomdrficas

de estos microorganismos asi como su plasticidad (47)

La plasticidad de estos microorganismos les permite penetrar en
los espacios de la red fibrilar del gel de agar 1o que dd como resultado

la apariencia de “"huevo frito" de las colonias cuando se observan con luz

transmitida (93).

Las colonias de micoplasmas varian en tamafio desde 10 a 20 m
en diametro para las cepas-T (T=Tiny=pequefio). hasta 600 m para algunas es
pecies. Debido a su tamafio Tas colonias de micoplasmas pueden verse usan-
do aumantos de baja reso]ucién (25 X), las colonias de cepas-T pueden ver-

se usando una resolucidn mayor (100 X) (47).
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4, MORFOLOGIA MICROSCOPICA DE LOS MICOPLASMAS

La carencia de pared celular les confiere formas redondeadas, ova
Tadas, vesiculares, discoidales (40)(65), ademis se observan formas peque~
nisimas, tos granulos o corpidsculos elementales que llegan a medir 125 nm
en diametro (caen dentro del rango de los virus)

Debide al pequefio tamafio de Inos cuarpos elementales y tambi&n a la
plasticidad de Tas formas mds grandes, &stos pueden pasar atraves de fil--
tros que retienen bacterias. Esto condujo en muchas ocasiones a confundir a
los micoplasmas con los virus.

La morfologTa de las formas elementales esta influenciada por: la
edad de las c&lulas, 21 medio en que se han cultivado y por las mismas es-
pecies examinadas. Las formas filamentosas predominan en cultivos jovenes,
mientras que los elementos granulares y esféricos se observan en cultivos-

17quidos viejos y en medios sdlidos (47)

5. CICLO DE VIDA

Los mecanismos reproductivos de los micoplasmas son aidn tema de =
debate, una escuela scstiene que Tlos corpisculos elementales esféricos o -
elongados de 0.1 a 0.3 m de didmetro se multiplican por divisién 0 ex=-
trusidn de una proTongacidn corta y delgada que da Tugar a un nueyo granu-
lo. Esta forma puede desarrollarse con la edad en una gran forma redondea-
da o en yna forma poligonal de 0,3 a 1 m de tamafio, de la que surgen gra
nulos a partir de multiples centros de crecimiento de un Solo organismo, -
los cuales se disgregan hasta que exista un cambio en las condiciones am--

bientales (39). La otra escuela sostiene que los filamentos no septados e-
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ventualmente se transforman en largas cadenas de pequefioS cuerpos vesicula

res, regularmente espaciados y formados uniformemente

6. +ULTRAESTRUCTURA

La ultrestructura de un corpiisculo elemental se ha determinade en

cultivos de diferentes especies, como: M. gallisepticum, M, hominis con ayu

da del microscopio electrdnico, de la ultrecentrifugacidn y del andlisis -
quimico, observdndose las siguientes estructuras.

Una membrana tiitaminar que varia de 75 a 110 A°de grosor compues
ta de dos zonas externas electrcdensas que miden de 20 a 30 A®compuestas -
principalmente de proteinas y una zona interna de 30 a 35 A°menos densa -.-
compuesta de 1ipidos (41). Las proteinas y los lipidos de Ta membrana se
encuentran combinados con otros compuestos principalmentc carbsh
confiriéndoles a los micaplasmas propiedades hemoaglutinantes y patogeni -
cidad (8)

Se han observado varios elementos organizados dentro del citoplas-
ma. E1 material nuclear o DNA que no esta limitado por una membrana nuclear
y en’ el que se observan (nicamente filamentos de DNA de cerca de 30 A°
de didmetro dentro de una matrix granular (73). El tamafio del genoma en -
el género Mycoplasma es de cerca de 5 x 108 daltons, que es aproximadamen-
te una quinta parte del de Escherichia coli (10); es el genoma mds pequefio
conocido en los procariotes de vida libre.

Los ribosomas pueden encontrarse dispuestos en una arreglo geomé-
trico. En forma individual presentan un didmetre de 140 A°; los coeficien
tes de sedimentacidn son similares a los de los ribosemas de bacterias y

tevaduras (74). La relacidn RNA- protefna es de 6Q:;40 igual que en células
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procariotes.

7. Diferencias Entre Las Formas "L" y Los Micoplasmas

Las formas “L" bacterianas se definen como formas reproducibles,
frigiles y filtrables, carentes de pared celular bacteriana. Estas surgen
a partir de bacteriés por 1a accidn de varios agentes inductores, particu-
Tarmente la penicilina (que es un componente en el medio de cultivo de los
micoplasmas), enzimas y anticuerpos (77). lLas colonias de micoplasmas pue-
den confundirse con las colonias de las formas "L", estas (ltimas tienden
a tener yn centro mids obscuro que las colonias de micoplasma y su porcidn
periférica es menos densa.

Las colonias sospechosas de micoplasma deben subcultivarse en me-
dios V1ibres de antibidtico asi como en medios desprovistos de suero para -
que las colonias de las formas "L" reviertan a la forma bacteriana normal;
o bien efectuar una tincidn de Dienes especifica para las colonias de mico

lp]asma, ya que el riesgo de producir formas "L" estables se incrementa con
el pasaje en presencia del inductor (47)

Las diferencias morfoldgicas entre micoplasmas y formas "L" no es
tan bien definidas (40). Las membranas celulares de micoplasmas parecen --
ser mas estables y eldsticas que las membranas de protoplastos bacteria~-
nos, esto puede estar relacionado con 1 presencia de colesterol en la mem
brana micoplasmﬁtica (94). E1 cuadro?2 muestra las principales diferencias
entre micoplasmas y formas “LY,

8. Requerimientos Quimicos y Fisicos Para el Crecimiento y Desarrolilo de

Micoplasmas.



Cuadro No, 2

Diferencias entre Micoplasmas y

Formas L bacterianas

Micoplasmas

Formas L

Ocurren en la naturaleza

Requieren esteroles (& excepcidn del
género Acholeplasma

No revierten a formas bacterianas si
se crecen en medios libres de anti--
bioticos

Actividad metabdlica Timitada

Mg csotan irelacionados genet1camente
con las bacterias

E1 porcentaje de Guanina -Citosina -
las bases del DNA es mds bajo que
el de cualquier bacteria

Sensibles a la 1isis por la d1g1ton1

na

Son artefactos de laboratorio, general-
mente

No requieren de esteroles

Revierten a la forma bacteriana cuando
se retira el agente inductor (p.ej. an
tibiotico)

Presenta actividad metabdlica similar -
a la del organismo parental( p.ej. pro-
cesos enzimaticos tales como: catalasa,
coagulasa, ureasa, fermentac15n de car-
bohidratos)

Gen8ticamente son indistinguibles del
organismo parental

E1 porcentaje de Guanina-Citosina en las
bases del DNA es simiTar al de la bacte
ria parental y es superior a la de los -
micoplasmas

Resistentes a la lisis por la digitonina

Fallon,R.dJd.

y Whittlestone,P. 1969 (47)
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Las especies de micoplasmas requieren suero para su crecimiento -
ya que necesitan de esteroles con una estructura molecular definida {(planar)
debido a la incapacidad de estas especies para sintetizarlos; tambidn requie
ren de dcidos grasos saturados o insaturados que como los esteroles o caro-
tenos (en el género Acholeplasma) forman parte de la membrana celular lipo-
proteica {108)

Los componentas del suerc como las proteinas y fosfolipidos parecen
ser necesarios para ayudar a la incorporacidn de lTos 17pidos requeridos por
estos microorganismos y también actuan destoxificando Ya superficie celular
de 17pidos activos.

Los micoplasmas requiarén de nucledsidos o bases preformadas de -
pendiendo de las especies para efectuar fa biosintesis de dcidos nicleicos.
Algunas especies requieren pentosas ya sea en forma iibre o a partir de nu-
cledsidos para la sintesis o interconversidn a otros nuclebsidos. Las hexo-
sas son requeridas en aquellas especies que obtienen su fuente de energia a
partir de estos dzucares 10s cuales también sirven como precursores de 1los
polisdcaridos encontrados en muchas especies (12@)

Existen requerimientos hacia el fcido nicdtinico, riboflavina, dci
do fﬁiibo.‘piridoxal. tiamina, inesitol, colina, pantotenato y biotina los
cuales son proporcionados en 21 medio de cultivo por extractos de levadura
fresca o liofilizada (52} ‘

Los micoplasmas crecen alrededor de un amplio rango de pH desde un
pH de 6.8 a 9.2. Existen variaciones de especie, las cepas=T crecen alrede-
dor de un pH dcido a 7. siendo el pH ptimo de 6.0 (102)

Los requerimientos gaseosos para el desanrollo de los micoplasmas-
dependen de la fisiologia respiratoria de las especies, aquellas especies -

con un citocromo terminal en la cadena respiratoria crecen mejor en condi -
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ciones aerdbicas mientras las que presentan una flavina terminal lo hacen
en condiciones anaergbicas o microaerofilicas.

Los constituyentes del medio de cultivo tienen efectos sobre los-
requerimientos gaseosos. El CO2 mejora o favorece el desarrollo de algunas
especies en medios sublptimos. La glucosa no es utilizada por las especies
fermentadoras en condiciones anaerdbicas por lo que necesitan otra }uente
de carbono y energia, parece ser que algunas de estas especies fijan el --

difxido de carbono (),09)

9. Metabolismo

Por su actividad metdbolica las especies de micoplasmas se han di

vidido en tres tipos fisioldgicos (36)

1.~ Fermentadoras de carbohidratos que no requiceren estero-
es

2.~ Fermentadoras de carbohidratos que requieren esteroles

3.~ No fermentadoras que requieren esteroles

Las especies fermentadoras producen Zcide principalmente a partir
de la glucosa, fructosa, manosa, almiddn y glucdgeno por el camino metdbo-
lico de Embden-Meyerhof siendo los productos terminales el? lactato, aceta=
to y CO,. Parece ser que el ciclo de los &cidos tricarboxilicos no se en-
cuentra en las especies fermentadoras. Las especies no fermentadoras de
micoplasmas son capaces de reducir compueétos de tetrazolio cuando se incu
ban bajo condiciones anaergbicas en presencia de .ciertos compuestos como -

el lactato, fructosa y alcoholes monohidricos de cadena corta. Las cepas-

no fermentadoras son capaces de oxidar 3cidos grasos de cadena corta como
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el butirato, capriiacto y valerato. Se ha demostrado 1a presencia de un ca-
mino oxidative de acidos grasos, asy como la presencia dé los ciclos de los
"dcidos tricarbdxilices y gligxilico. Es probable que estas especies no fer
mentadoras obtengan su enaragia a partir de la oxidacidn de dcidos grasos —
(124]. La capacidad reductiva de estas especies para el colorante tetrazo--
110 en presencia de ribosa y fructosa sugiere la presencia en estos organis
mos del camino metdbolico de la hexosa-monofosfato ciertas especies exhiben
actividad hacia algqunos aninoicidos aspecificos como la arginina, glutamina,
dcido glutdmico y &cido aspartico (107)

La hidrdlisis de la arginina conduce a la formacidn de citrulina -
la cual sufre fosforilacidn para producif ornitina y carbamil-fosfato que
en presencia de difosfato de adenosina es escendido a- amonfaco, COz ¥y ATP
La degradacidn de la arginina reprasenta uno de los principales mecanismos

para la produccifn de eneryfa en 18z especies no fermentadoras (107}

10. IDENTIFICACION DE LAS ESPECIES DE MICOPLASMAS

La identificacidn de 1os micoplasmas se realiza de acuerdo con sus
reacciones bioquTmicas,bdsicamente, hacia 1a glucosa, argin%na y urea (urea
plasmas) y por su requerimients o no hacia los esteroies (18). Sin embargo,
estas reacciones solo permiten clasificarlos dentro de un c¢ierto grupo y su
1dentif1cac16ﬁ'hasta especie se 1leva a cabo utilizando pruebas seroldgicas
Entre estas pruebas las mds ampliamente utilizadas son 1a Inhibicidn de Cre-
cimiento (125), Inhibicidn metidbolica {17) e Inmunof1uo;escenc1é Directa o
Indirecta {115).  Sin embargo, &stas pruebas pueden no ser del todo confia-
blés ¥ se ha recurrido en los Gltimos afios a otro tipo de estudios para 1la

identificacidn de especies relacionadas como: Técnicas de hibridizacién de
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DNA (23}, Andlisis electrofdreticos de isoenzimas (100) y Andlisis electrd

foreticos de proteinas (7)

a. . INHIBICION OF CRECIMIENTO E INHIBICION METABOLICA

Nicol y Edvard observaron que el crecimiento de los micoplasmas -~ ~
se inhibe con antisueros especificos (80). Esta observacidn condujd al de-

sarrollo de un métado seroldgico especifico ¥ sencillo para identificar a

ias especies de micoplasmas .

Los efectos inhibitorios del antisuero en esta prueba estin media
dos principalmente por las inmunoglobulinas de la clase Ig G y en un menor
grado por las inmungglobulinas de las clases IgM e Ig A y no es requerida
la presencia del complemento (125} F

Aunque esta es una reactidn serolﬁéica altamente especifica. la -
prueba de innibicidn de crecimiento es poco sensible y los antisueros pre-
parados para utllizarse en esta prueba deben presentar altos titulos. El
'tamaﬂo de 1a zona de inhibicidn es praporcional al titule de anticuerpos -

presentes en el antisuero; como resultado de ia relativa insensibilidad -~
del método (125)

Esta prueba se efectla util{izando medio $61ides inoculades con las
cepas a identificar y en Tos que se cclocan'discas impregnados con los an
tisueros, observandose inhibicidn de crecimiento alradedor dei disco impreg‘
nado con el antisuero que identifica al organismo desconocido. Este efecto
inhibitorio del antisuero tambi&n se observa en medio Tiguido pero debido a
la dificultad de obssevar el crecimiento en &stos se requiere de un subcul
tivo en medie s0lido para que se pueda demostrar la inhibicidn. bebido a =

ello se ha desarrollade una medida indirecta. para valorar el crecimiento o
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ausencia de este en presencia del antisuero. Esto se consigue agregando sug
tratos apropiados que son utilizados por el microorganismo de prueba y agre
gando indicadores ya sea de oxido-reduccidn para aquellas especies que son

capaces de reducir el colorante tetrazolio; o bien, un indicador de pH para
ajuellas especies ferméntadoras de dzucares o capaces de hidrolizar la ar-
ginina, Esta es la base de la prueba de INHIBICION METABOLICA empleada tam

bidn pare la identificacidn de especies de micoplasmas (17) {125)

b. EMPLEO DE LA INMUNOFLUORESCENCIA PARA LA IDENTIFICACION DE MICOPLAS
MAS

La inmunofluorescencia ya sea directa o indirecta es el método de
eleccidn para detectar o identificar especies de micoplasmas ya Sea a partir
de tejidos ¢ de cultivos (97)(2)(38)

Bebido a que a partir'del primoaislamiento puedan cntontrarse va--
rias especies de micoplasmas, la identificacidn de estas especies bajc €s-
tas condiciones se dificulta y se requiere de una separacidn, ya sea enple-

ando medios diferenciales, variaciones en el pH y temperatura de incubacidn

o empleando los métodos de clonacidn de colonias individuales combinada con

la filtracidn selectiva (49) (35), Por estos mdtodos Yos cultivos son sepa

rados de una manera re]ativamente f3cil, pero el proceso de separacidn es -
laborioso: ademds, 1os cultivos mixtos pueden tener una morfologia colonial
similar, dificultando adn mds la separacidn (19) I

£1 praocedimiento de la immunofluorescencia permite la identificacidn
rapida de las especies en los cultivos puros y siixtos sobre las colonias

en placas de agar. Las colonmias sobre los blogues de agar ya teiiidas con el

conjugado pueden observarse por medio de un microscopio con luz ultraviolte-
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ta incidente utilizando un poder de resolucidn bajo. Unicamente las colg-m
nias homol3gas al antisuero fluorecerin permitiendo su identificacién tap

to en cultivos puros como mixtos (2)

C. FACTORES INVOLUCRADOS EN LA PATOGENESIS DE LOS MICQPLASMAS
1. Mimetismo Bioldgico de Tos Micoplasmas

Se ha sugerido el concepto de mimetismo bioldgico para explicar -
borque ciertos micoplasmas son inmunoldgicamente mis reactivos en un hues-
ped no natural mds que en su nuesped natural, debido a que ciertos micoplas
mas tienen antigénos en comin con el huesped natural y pueden provocar una
respuesta irmmune dirigida contra sus propios antigénos (25)

Como es el caso de Mycoplasma mycoides var mycoides causante de -

la pleurconeumonfa contagiosa bcvina del que se ha aislado una galactana a
partir de extractos con fenol caliente (67). Esta galactana no es {inmunogg
nica v se dice que la presencia de esta prolonga la micoplasmaemia de M. my

coides var mycoides con localizacion de la infeccidn a nivel de las articu

Jaciones, debido al caracter hapt&nico de la galactana se cree que esta se
une a anticuerpos circulantes formando complejos irmmunes. Ademds, se cre -~
que podrfa estar involucrada en una reaccidn alergica como se sugiere por
su reactiyidad cruzada con la galactana encontrada en los pulmones bovinos

(103)

2, . Hemolisinas

La actividad hemolitica de muchas especies de micoplasmas hacia -



-19-

los eritrocitos de muchas especies de animales es debida a la produccidon
de péroxido de hidrogéno. Esta actividad hemolitica se inactiva por l1a ca
taTasa y peroxidasa, La desnaturalizacidn por calor de estas enzimas o -
su fphibicidn con el 3-amino-1,2,4,~ triazol destruyen 1a capacidad inacti
vante (26)

La actividad hemolitica es 1dbil al caler y se difunde a través-
de las membranas de dialisis. La =~ hemolisis cbservada en algunas especies

de M.gallisepticum, M.neurolyticum y M.pulmonis es el resultado de la

formacidn de metahemoglobina debida a la excrecifn de péroxido por estos - -

microorganismos (6)

3. Citopatogenicidad
Ciertos micoplasmas poseen la capacidad para adsorberse a eritrg

citos (8) y cBlulas del epitelio traqueal (51), se postula que tal asocia
¢idn permite daflar las membranas celulares de los tejidos por el péroxido
sin que este pueda inactivarse por la catalasa o peroxidasa de los 17qui-
dos corporales (110)

_ La adsorcidn de Tos micoplasmas a eritrocitos o células epitelia
Tas tréqueales puede inhibirse por antisueros especificos. Los sitios de
adsorcidn sobre las células son residuos de Acido sidlico (111). La hemad
sorcign y hemaglutinacion es inhibida por mucoproteinas que contienen &c
sialico, por el dc. sialico y por el tratamiento de los eritrocitos con
neuraminidasa. Ademds, los sitios de adsorcidn sobre las células epitelia
les traqueales pueden removerse o bloguearse por enzimas que destruyen el
receptor o por tratamiento con virus de la influenza. El sitio sobre la -
membrana micoplasmal que se une a lTos residuos de dc. sidlico no se ha es

tablecido, existen sugerencias de que se trata de una lipoproteina o frac_
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¢idn 1ipidica (110)

4. Tnterferencia con el Metabolismo de las C&lulas de los Tejidos

tas c8lulas de tejidos infectados con micoplasmas muestran un me
tabolismo alterado hacia tos aminoacidos, debido a la competencia entre -
estos, principalmente hacia la arginina. E1 cambio predominante es un ri-
pido agotamiento de este aminodcido en el medio de cultivo, como resulta-
do de este agotamiento hay un retraso en el crecimiento de tas c&lulas ¥y

muerte temprana (101)
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D. ENFERMEDADES DE LAS CABRAS PRODUCIDAS POR MICOPLASMAS Y QUE INVOLUCRAN
AL PULMON
Existen por lo menos cuatro entidades clinicamente distintas que

son causadas por micoplasmas en cabras:

1.~ La pleuroneumonia contagiosa caprina (PCC)
2.~ Agalactia contagiosa
3.~ Peritonitis infecciosa

4~ Poliartritis caprina

Estos sindromes clinicos han mostrado ser de etiologfa micoplas -
mal multiple, esto significa que se han aislado especies de micoplasmas -
diferentes a la especie clasica causante del sindrome (59). Por ejemplo:

Mycoplasma agalactiae es el agente clasico de la agalactia contagiosa pero

i1timos reportes han implicado a Mycoplasma mycoides var mycoides v a My -

coplasma capricolum en $indromes similares a la agatactia contagiosa (88)
(13) (14).

También parece que muchos casos de la pleuroneumonia contagiosa -

. caprina son producidos por el grupo de Mycoplasmas relacionados con la ce-

pa F-38, pero tanto Mycoplasma mycoides var mycoides como Mycoplasma mycoi-

des var capri pueden ser causa de la pleuroneumonia contagiosa caprina --
(68) (87} (29). Debido a que varias especies de micoplasmas se han aisla-
do de enfermedades parecidas no existe una descripcion clara de la patolo-
gia y etiologia de estas enfermedades, particularmente en el caso de la --
pleuroneumonia contagiosa caprina
La etiologia especifica de un brote ya sea de agalactia contagio-
sa o de PCC no puede ser inferido a partir de un diagnostico c]inicq, sino
gue se requiere de la identificacién del agente por métodos de cultivo y --

métodos seroldgicos.
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1. DESCRIPCION DE LA PLEURONEUMONIA CONTAGIOSA CAPRINA Y ESPECIES RELA
CIONADAS

La pleuroneumonia contagiosa caprina (PCC) ha sido reportada en -
Asia, Africa y sur de Europa donde se le considera como una de las princi-
pales enfermedades que afectan a la cabra (85). Esta afeccidn ha sido re -
portada también en paises como Estados Unidos, Canada, M8xico y Australia
(86) (58) (1l12) (66)

A pesar de estar ampliamente difundida no existe una descripcidn
clara sobre la patologia y etiologfa de esta enfermedad, debido a que va -
rias especies de micoplasmas se han aislado de enfermedades parecidas a la
PCC.

Cottew enlista dos agentes etioldgicos definitivos de 1a PCC y un

posible tercero (29):

1.- Mycoplasma mycoides var capnri coms @1 agente cliasico de la
PCC

2.~ Mycoplasma mycoides var mycoides como un agente causal adi-
cional

3.~ Un organismo no tipificado representado por la cepa F-38

En un estudio de revisidn sobre el tema Mc Martin y col. (78) con
sideran la descripcidn hecha por Hutcheon en 1881 sobre la p}euroneumonfa
contagiosa caprina como una referencia para compararla con las descripcio-
nes hechas por otros autores sobre la enfermedad y diferenciarla de otras
neumonias caprinas similares a Ta PCC. V

Mc Martin considera tres puntos principales en el trabajo de Hut-
cheon y a 1os qu. el hace referencia para hacer comparaciones con 1os ha--

1lazgos de otros investigadores de la PCC, estos puntos son:

1,~ tib?nfermedad es altamente contagiosa para cabras suscep
es
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2.- Los borregos y bovinos no se infectan

3.- la reaccidn que se desarrolla cuando se administra un ing

culo infectivo subcutdneamente en cabras no es edematosa

Mc Martin compara la descripcidn de Hutcheon con la descripcidn
hecha por Schellhase en 1912 guién en el oeste de Africa describid una en-
fermedad de las cabras a la que &1 denomind pleuroneumonia Infecciosa. -—
Schellhase reprodujd la enfermedad inoculando un fluido infecciosc cbteni-
do del pulmin de una cabra enferma. La inoculacidn subcut@nea de este ind
cule caus8 una reaccidn generalizada y local que la separa de la descrita
por Hutcheon.

Los primeros estudios de transmisidn realizados con un micoplas-
ma caprino que causaba PCC fueron realizados por Beaton en Nigeria quién -
observG que en condiciones naturales la enfermedad se disemina rapidamente
por contacto a cabras susceptibles y que experimentalmente esto no ocurre
(15). Ademds, considera que la patologia de los casos naturales era dife—
rente de la que se produce experimentalmente por To que &1 concluye que su
aislamiento no era la causa de la PCC.

. Shirlaw en 1949 y Longley en 1951 aislaron micoplasmas que produ-
cen la misma clase de enfermedad descrita por Beaton (104)(68)

Chu & Beveridge en 1949 aislaron una cepa de micoplasma considera
da hasta ahora como una cepa de referencia, 1a PG~3. Esta cepa fue aislada
en Inglaterra a partir del exudado pleural del pulmdn de una cabra enferma
que fue enviado desde Turquia. Esta cepa mostrd ser patdgena para cabras -
infectadas intranasalmente por aerosol, las cuales desarrollaron una pleu-
roneumonia (cito en 76)

Otras cepas aisladas de PCC como la Farcha, GPA y Smith mostraron

comportamientos similares sobre casos experimentales.
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Posteriormente Cottew (33) y Goni & Onoviran (52) mostraron que-
la enfermedad experimental causada por este grupo de aislamientos era simi
lar a la descrita por Beaton(15), Shirlaw (104) y Longley (68).

Al~Aubaidi y col (1) mostraron por medio de 1a prueba de Inhibicin
de crecimiento que Ta cepa Vom aislada por Longley en Nigeria era dife-
rente de Ta PG 3

Numerosas cepas se asociaron con la PCC 1a PG-3, GPA, Farcha y Ta

cepa Smith que mostraron ser cepas de M.mycoides var capri. La cepa Vom,-

cepas americanas y algunas cepas turcas mostraren ser M. mycoides var my- -

) coides de origen caprino (11) (33)
La cepa ~30 aislada a partir de casos crdnicos de PCC en Kenia-

fue capaz de producir la enfermedad experimentalmente en cabras y borregos
por la ruta intratragueal/endobronquial ademds, causé una reaccidn subcuti
nea edematosa en el cuello y micoplasmaemia. Todas Ta cabras inoculadas --
murieron y s3lo algunos borregos(69). La enfermedad no se transmitid por -
contacto, aunque Tos animales en contacto desarroilaron anticuerpes fija -
dores de complementc al microorganismo.

También en Kenia se realizd el aislamiento de Ta cepa F-38 a par
tir de casos agudos de PCC, La enfermedad desarroilada por este organismec
en condiciones experimentalesfue contagiosa neo inicamente de animales ing
cuTados a animales en contacto sino también de estos {l1timos a otros ani-
males susceptibles (72)

Seglin Kaliner & Mac Owan la patogénesis de la cepa F-38 es dife-

rente a 1a observada con cepas de M.mycoides var mycoides y M. mycoides -

var capri. Las cepas de estos Gl1timos grupos producen una reaccifn edema-
tosa cuando Se administran subcutianeamente y una reaccidn similar cuando

se administran intramuscularmente produciendo esplenomegalia, edema y en-



engrosamiento det septo interlobular en el pulmdn. A diferencia de To ante
rior la cepa f-38 produce lesiones pulmonares caracterizadas por un edema
intralobular intersticial. Este organismo fue patogénc cuando se administrd
por otras rutas (70). Los borregos inoculados con esta cepa no desarrolla-
ron una enfermedad clinica o una respuesta de anticuerpes fijadores de com
plemento ain después de un contacto prolongado con cabras afectadas de la ~
enfermedad producida por Ta F-38

Mc Martin considera que las caracteristicas de Ta PCC y las de Ta
enfermedad producida por la F-38 son idénticas (altamente contagiosas, pa-
togenicidad, patologia, especies de animales afectados y la ausencia de -~
una reaccidn a la inoculacidn parenteral del organismo vivo) por 1o que «=
sugiere debe tratarse de Ta misma enfermedad descrita por Hutcheon, pero -
que es necesario investigar mds para establecer si el organismo tipc F-38
es Ta causa d= 1z PCC &in otras ciudades diferentes de Kenia

Los casos de PCC por la cepa G-29, incluida en el grupo de la -~
F-38, en condiciones naturales y experimentales fuergon similares a los de
la =38 (62)

Un comportamiento similar se observd con la cepa Vom en las mis -
mas conﬂiciones experimentales estudiadas y con la cepa F 30 actualmente -
reconocida como M. mycoides var mycoides (62)

Se habla de la posibilidad de que el grupo F~38 difiera de otras

especies de micoplasmas aislados de casos de PCC. Sin embargo, Mc Martin -
considera que no existe un significado real de 1as especies de micoplasmas
aisladas de casos de PCC antes del grupo F-38 y que es necesarioc una mayor
investiagcidn que revele los tipos especificos de.neumonia con los que se
encuentran involucrados especialmente la PG-3 y los serotipos de M. mycoi-

des var mycoides; pues segin &7, estas especies no Ilenan los criterios --
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descritos por Hutcheon para la PCC y no se les puede considerar como agen,
tes etioldgicos primarios ademds de que estas especies se han aislado de
diversos sindromes y ciudades donde 1a PCC no ha sido reportada {78)

Sin embargo estas especies han mostrado ser patdgenas para cabras
infectadas experimentalmente por la ruta endobronquial y ser capaces de de
sarrollar lesiones caracteristicas de pleuroneumenia, observdndose consoli
dacidn edematosa, el-septo interlobular engrosado y depdsitos de fitrina -
sobre la pleura junto ¢on exudado pleural (84). Estas lesiones fueron des-
critas con anterioridad por Longley en 1951

Trabajos anteriores para reproducir la enfermedad experimentaimente
con aislamientos de PCC fueron poco afortunados, quizds debido a Tas rutas
de inoculacidn emplaadas. Laws en 1956 empleando la ruta intraperitoneal
fue incapaz de producir PCC pero los animales desarrollaron una peritonitis
fibrinosa fatal (63). Cottew produjd PCC experimentalmente en cabras con
cepas de M. mycoides var capri pero fracasg al intentar reproducir la enfer

medad con M. mycoides var mycoides (33)

Lo que si estd establecido es que M. mycoides var mycoides causa -

un sindrome de artritis-mastitis- queratoconjuntivitis y se ha aislado de =
pulmones neumdnicos de cabras que no presentaban lesiones caracteristicas
de PCC (95) (119)

Aunque Mc Martin considera el grupo F~38 como la causa de 1a PCC
en Kenia y como posible causa de esta afeccidn en otras ciudades pone en
duda 1a etiologia y patologia de las especies de M. mycoides (78)

Sin embargo Coitew en 1979 considerd dos agentes etioldgicos de-
finitivos de 1a PCC y posiblemente un tercero. La consideracidn hacha por
Cottew quizds sea la mds acertada pues estas especies han mostrado pro-

ducir,PCC, por 1a ruta intratraqueal / endobronquial (29}
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2. Mycoplasma mycoides var mycoides

ﬂ. mycoides var mycoides aislada de cabras causa en estos animales,

septicemia aguda, poliartritis, conjuntivitis, queratititis y abscesacidon-
cervical (99) (58). La enfermedad afecta principalmente cabras jovenes de
menos de un afo de edad caracterizada, en estos, por septicemia y poliar--
tritis. En animales adultcs mastititis, conjuntivitis, neumonia, y artri-
tis (99). Los signos de esta micoplasmosis caprina son mids o menos severos
y estan asociados como regla general con un sindrome de mastitis artritis

(95).

Los signos clinicos que se presentan en animales afectados son:de
presion, anorexia, pirexia, cojera, hinchazdn de las articulaciones y des-
carga nasal purulenta

A 1a necropsia las articulaciones afectadas contienen 17quido ama
ritiento que puede ser claro o turbio con acimulos de fibrina. £n casos -~
crénicos la cipsula de Ja articulacidn y tejido periarticular se muestra -
engrosado.

La gldndula mamaria afectada presenta congestién y contiene 17qui

do amarillento con fibrina, los nGdulos 1infaticos de la glandula mamaria

estan aumentados y edematosos (95)

a. Caracteristicas Bioquimicas de M. mycoides var mycoides

Se han aisTado variantes caprinos de M. mycoides var mycoides que

son seroldgicamente indistinguibles por las pruebas de inhibicign de creci

miente e inhibiciGn metdbelica de Tas cepas de M..mycoides var mycoides --

aisladas de bovinos {1) (83) (79)

Sin embargo estas dos variantes se pueden diferenciar por el tama-
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fio de colonia que producen en dos tipos: grandes y pequefias (31). Las ce -
pas de M, mycoides var mycoides aisladas de cabras producen colonias gran--
des mientras que las cepas aisladas de bovinos de esta especie producen co
lonias pequefias (67) (123)

Las caracterfisticas que diferencian a M. mycoides var mycoides. ti

po colonias pequefias son: su capacidad para digerir la caseina, licuar el
suero coagqulado, sobrevivencia por mas tiempo a 45°C, formacidn de coloni--
as grandes sobre medios sGlidos y produccidn de una mayor turbidez en me -
Jdios Tquidos (56) (1G6) ( Cuadro 3 )

La patogenicidad de los dos tipos es diferente para bovinos como
para cabras. Hasta el momento los tipos de colonias grandes aisladas de ca
bras no son patdgenas para el bovino en condiciones naturales (29)

AisTamjentos de esta especie, a partir de cabras, fueron reporta-

dos en un principie coms M. mycoides var capri (86) (58). Actualmente han

sido reclasificados como M, mycoides var mycoides (1). Lo anterior 1legd a

crear gran confusion entre la pleuroneumonia contagiosa caprina y otras en
fermedades ccasionadas por micoplasmas que involucran al pulmdn, como es el
caso de la especie ahora referida; as7 como ¢on las aFecciones producidas
por M. capricolum y cepas no tipificadas(27) (70)

Debido a que M. mycoides var mycoides ha sido aislado de enferme-~
dades parecidas a la agalactfa contagiosa el diagndstico diferencial es cI¥
nicamente +imposiblie y deben de realizarse métodos de cultivo y métodos se-
roldgicos para determinar la etiologfa de la enfermedad ya que afecciones

similares pueden ser producidas por M. capricolum o por M. agalactiae (87)

3. Micoplasmas Relacionados con el Grupo F-38
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Mac Owan y Minette en 1976 realizaron el aislamiento de una cepa
de micoplasma causante de PCC aguda en Kenia, la cepa F-38 que probd ser -
patdgena no solo para cabras inoculadas experimentalmente sino también pa
ra animales susceptibles en contacto con Tos inoculados (70} (72). Desde,
entonces se han hecho frecuentes aislamientos del misme serotipo de casos

agudos en ese pais donde también se ha reportado la presencia de PCC crd -

nica producida por la cepa R 30 relacionada con M. mycoides var mycgides -
(69)
La patogénesis de la cepa F-38 es diferente de la causada por las

cepas de M. mycoides var mycoides y M. mycoides var capri. Las lesiones -

se caracterizan por un edema intralobular intersticial que se en cuentran

confinadas a uno o a los dos puimones (84)

a. Caracteristicas del Grupn R-38

El status taxdnomico de la cepa F-38 no se ha aclarado. En un prin
cipio se dijo que no pertenecia a ninguna de las especies con las cuales -
fue comparada en los centros de referencia de micoplasmas de Inglaterra y
Dinamarca {76}. Sin embargo, las pruebas de Fijacidn de Complemento y Difu
5iGn en gel indicaron que esta cepa estaba relacionada con H. mycoides -
(70)

Por otro lado los estudios de Andlisis Electrofdreticos y Angli-
sis de isoenzimas realizados con el grupo ~38 y con las especies de M. my

coides var mycoides, M. mycoides var capri y M. capricolum mostraron una -

estrecha relacidn entre M. capricolum y el grupo F38. Una relacion simi
lar entre las diferentes subespecies de M. mycoides también fue observada
mientras que estas subespecies mostraron estar alejadas de M, capricolum

y el grupo F-38 (7). Sin embargo, se sigue considerando al grupo F~38 co-
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mo una especie diferente y se ha pensado designharlo como una especie dife-

rente y se ha pensado designarlo como M. capripneumoniae (78)

4. Mycoplasma capricolum

Ha sido reportado en Australia, Francia, Espafia, India, Reino Uni
do y E.U.A. donde se Te ha encontrado asociado principalmente c¢on poliar
tritis pero tambi&n es causa de mastitis, vulvovaginitis y neumonia (9)-=
{61) (118)

este agente fue aislado por Cordy en 1955 y mostrd ser un micoplas
ma altamente patdgeno para cabras a las que les causaba artritis y pleuro-
neumonia (27) Cordy considerd a este microorganismo similar en muchos aspec
tos al micoplasma aislado en la afeccidn descrita por Longliey (68} y a3l ca
racterizado por Edvard (43); excepto que esta especie aislada fermentaba -
dos 3zucares mis, la galactosa y el manitol, .

M. capricolum es capaz de producir un sindrome similar a Ta aga--
lactia contagicsa parecido al que produce M. agalactiae (88) (14)

Se ha aislado de borregos donde se le asacid con un brote de vulk
vovaginitis y balanopostitis. En estos animales la infeccidn fue inaparen-
te por un afo, tiempo en el que no se desarrollaron signos dé enfermedad -
como: poliartritis, mastitis o neumonfa sugiriendo que M. capricolum se en
contraba limitado Gnicamente at aparato urogenital (61)

Las Tesiones patoldgicas observadas en el pulmdn neumdnice incluyan
una granularidad sobre 1a superficie externa de! drea afectada

Microscopicamente 1a reaccidn es una bronconeumonia de tipo agudo-
purulento con agregados linfoides alrededor de los bronquiolos y pequefios

vasos §angu7neos . E1 septo interlebular se muestra engrosado por prolife-
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racién fibroblastica e infiltracidn linfocitaria {9)

a. Caracteristicas Bioquimicas de Mycoplasma capricolum

Es capaz de fermentar la glucosa e hidroliizar l1a arginina presen-
ta actividad de fosfatasa, digiere el suero coagulado, no forma pelfcula y

manchas y reduce el tetrazolio en condiciones aerdbicas y anaerdbicas (46)
(Cuadro 3)

5. Mycoplasma agalactiae

Es el agente cldsico de Ta agalactia contagiosa de ovinos y capri
nos. Fue aislado por primera vez por Bridré & Donatien (20). Representa uno
de los micoplasmas mds patdgenos para estas especies ( 28).

Es princiba]mente causa de mastitis pero produce también artritis,
queratoconjuntivitis, pleuresia y vulvovaginitis {29) (105}

Se reporta principalmente de ciudades del Mediterraneo pero se ha
aislado de la India y Norteamérica (9) {37)

Informes recientes de Francia, Espafia e Israel indican que este sin

drome clfnico puede producirse por otras especies de micoplasmas diferentes

a M. agalactiae y que han mostrado ser M. mycoides var mycoides tipo coloni
as grandes ¥y M. capricolum (88) (14)

Los problemas respiratorios producidos con este micoplasma se Ob—
servan mas frecuentemente en animales jovenés y se Je ha encontrado asocia-

do con bacterias como; Pasteurella s.p., Bordetella bronchiseptica y Streb—

tococcus s.p. (87)
Las lesiones patoldgicas observadas en el pulmdn afectado por M. a

galactiae, son dreas de consolidacidn gris-rojiza en el 16bulo apical izquier
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do. Microscépicamente se observa una neumonfa intersticial y

el septo interalveolar engrosado debido a una hiperplasfa de -

cdlulas mesenquimatosas y fibroblastos (9)

a. Caracterfsticas Bifoquimicas de Mycoplasma agalactiae

No fermenta carbohidratos ni cataboliza la arginina,-
forma pelfcula y manchas y reduce el tetrazolio tanto en condi

ciones aerdbicas como anaerébicas (46} (Cuadro 3)

6. Mycoplasma ovipneumoniae

Se ha aislado principalmente del aparato respiratorio
de borregos con neumonia proliferativa intersticial. En Tos Gl
timos afios se ha mostrado su presencia tambi&n en los problemas
respiratorios de 1a cabra (24} (55)

Se caracteriza por ser una enfermedad que toma un cur
50 crdnico en la mayoria de les casos (114), asocidndose a esta
virus (Parainfluenza-3, adenovirus) y bacterias (Pasteurella, E.
coli, Klebsieila, Corynebacterium s.p., etc.) (21).y también M.

arginini (3)
Se ha aislade de exudados nasales de animales con y -

sin neumonfa crdnica vy es recuperade con mayor fecuencia de a-
nimales aparentemente sanos gque M. arginini; y ambos se aislan
mids de pulmones neumdnicos que de normales (75) (4)

Las Tesiones patoldgicas que se observan en el pulmdn

afectado por M. ovipneumoniae son dreas de consolidacidén gris-
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rojiza en los 16bulos apicales y cdrdiaco; pueden también ob--
servarse dreas de atelectasia. Los nbdulos linfdticos peribron
quiales se encuentran aumentados de volumen. Mijcroscipicamente
se observa una marcada neumonfa interlobuiar intersticial con

engrosamiento del septo alveolar debida a la proliferacidn de

células epiteliales alveplares e histiocitos, el lumen alveo--
Tar se tlena de c&lulas epiteliales alveolares de descamacidn.
Se observa hiperplasia de los foliculos linfoides peribronrquia
les. Ademds de estos cambios proliferativos, se puede Tlegar a
observar una infiltracidn de neutrdfilos intraluminal (116) --

(117)

a. Caracteristicas Bioquimicas de Mvcoplasma ovipneumeoniae

Fermenta la glucosa, no cataboliza la arginina, no for
ma peticula y manchas, no digiere el suero coagulado, no presen
ta actividad de fosfatasa, reduce el tetrazolio en condiciones
’ anaerébicas, pero su reaccidn en condiciones aerSbicas es dudo-
sa. Una caracteristica peculiar es que sus colonias nc presen--

tan centro (114) (46) (Cuadro 3}

7. Mycoplasma arginini

Se ha recuperado de una ampiia variedad de condiciones
patoldgicas, asi como de varias especies de animales (bovinos,
borreges, cabras, gatos, ratones) y sin embargo, su papel real

se desconoce (64)(60)
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En cabras y borregos se ha aislado de pulmones neuménicos (24)-~
(116) pero hasta ahora no se le considera como agente primario de neumonia

Experimentalmente se produjd neumonfa an corderos libres de pato=
genos especificos inoculados intratraquealmente con M. arginini (48)

Se ha recuperado frecuentemente con M. ovipneumoniae en casos de
neumonia progresiva intersticial lo que sugiere una posible asociacién en-
tre estos dos micoplasmas (3)(114)

En 1a India y en México se ha aislado de pulmones neumfnicos de -
cabras en un porcentaje considerable (9) (24)

Las Tesiones neumdnicas asociadas a M. arginini se encuentran lo-
calizadas en Tos tdbulos apicales de ambos pulmones en los gue se puede op
servar una consolidacidn gris-rojiza, en algunos casos se observa el septo
interlobular marcadamente engrosado con exudado serofibrinoso. Microscopi-
camente se observa una neumonia intersticial y presencia de grandes célu -
citaria peribrongui

Tas mononucleadas y multinucleadas e infiltracidn 1ia

al y perivascular. Se ha reportado tambi&n una bronconeumonia purulenta --

(98)

a. Caracterfsticas Biogufmicas de Mycoplasma arginini

No fermenta la glucosa pero si catabeliza Ta arginina, no reduce
el tetrazolio ni en condiciones aerfbicas ni en condiciones anaerdbicas, -
no forma pelicula y manchas, no ticne actividad de fosfatasa y no digiere

el suero coagulado (46) (Cuadro 3)
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[II.0BJETIVGOC

Aislar e Identificar las especies de micoplasmas involucradas en
las neumonias de Tas cabras a partir de muestras de pulmones neumdnices y
correlacionar el andlisis histopatoldgico y las especies bacterianas ais-
Tadas con los aislamientos de micoplasmas. Para asi, comprender mejor 1la
interaccién de los diferentes agentes que participan en la etiologfa y ﬁg

togenia del proceso neumbnico caprino
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III. MATERIAL Y METGQDOS.
A. Obtencidn de Muestras.

Se colectaron muestras de pulmones neumdnicos y de pulmones ‘aba~
rentemente sanos de Tos rastros de Capulhuac, Edo. de México y Milpa Alta
D.F., las muestras de pulmones neumdnicos presentaban varios grados de le-
sidn neumdnica. Estas muestras fueron divididas en tres partes que fueran
destinadas para el estudio bactericlfgico de rutina, andlisis histopatols-
gico y para el aislamiento de micoplasmas. Tanto las muestras de pulmones
neumdnicos como las muestras de pulmones aparentemente sanos recibieron el

mismo tratamiento,.

8. Estudio Bacteriolagico.
1. Medios de Cultivo.

Para el analisis bacteriolSgicc de las muestras se prepararon pla
cas de agar sangre a partir de un medio base de agar sangre que fue esteri-
lizado a 15 1b, 12 C durante 15 min y adiconado con sangre de bovino desfi-
brinada est&ril a una concentracidn final de 10%; ademds, se prepararon pla
cas de agar Mac Conkey para entercbacterias. Estos fucron los medios utili-
zados paré el primoaislamiento y desarrollo de las bacterias aisladas.

Los medios de pruebas bioquimicas utilizados en la ifentificacidn
de bacterias fueron: medio de Hugh-Leifson (OF), TSI (Triple azQ
car hierrro) SIM (&c. sulfhidrico, indol, motilidad), Urea, Citrato, MR -
(rojo de metilo)}, VP (reaccidn de Voges-Proskauer), Gelatina, Nitratos
(prueba de reduccion de nitrato}, y medio de agua peptonada para probar

la capacidad fermentativa de los aislamientos a difgrentes azicares.
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2. Tratamiento de las Muestras Para el Estudio Bacteriolg-

gico.

Las muestras fueron Sembradas por contacto en placas de agar -~
sangre y Mac Conkey. Para evitar el desarrello de contaminantes, la su-
perficie de las muestras fue quemada con espatulas calientes antes de la
siembra. Las placas inoculadas se incubaron en condiciones aerdbicas du-
rante 24 a 48 hrs a 37°C. Después de este tiempo de incubacidn se hizo
una separacidon de 1los diferentes tipos de colonias en agar sangre y en
Mac Conkey, nuevamente se incubd de 24 a 48 hrs bajo ias mismas condicio-
nes. A los aislamientos se les efectuaron la tincidn de Gram, prueba de
catalasa y oxidasa y pruebas bioquimicas como: OF, TSI, SIM, MR-VP, gela-
tina, urea, nitratos, citratos y fermentacidn de aziicares en agua pepto-
nada. La identificaci6n de las bacterias se hizo de acuerdo a los pro-

cedimientos descritos por Cowan & Steel (34).

C. ESTUDIOS HISTOPATOLOGICO

Las muestras para el estudio histopatcldgico se fijaron en sg-
ucién amortiguada de formalina al 10%Z. La muestra ya fijada se incluyd
en parafina y se efectuaron cortes histoldgicos, Tos cyales fueron tefii-

dos con hetoxilina y eosina.
0. AISLAMIENTO DE MICOPLASMAS.

1. Medios de Cultivo para Micoplasmas.

Para el.cultivo y aislamiento de micoplasmas se emplearon los

medios de Eaton y Frifs (42) (50) 1iquidos y s&lidos que se prepararon a
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partir de medios basales comerciales y a Tos ge se les adiciond suero -

de caballo, extracto de levadura e inhibidores.

Madio de Eaton wmodificado por Roberts & Pijoan (96)

PPLO Caldo sin cristal violeta (lab, Difco) 2l g

Glucosa lg
ONA (lab. Kodak) n.oz g
Sol. de rojo de fenol al 1% 2 ml

700 ml

agua destilada

Este medio se esterilizd en autoclave a 15 1b, 121 €/15 min.,

despudés de estarilizario y a una temperatura no mayor de 50°C se le a-
gregaron en condiciones asépticas:
Suers de cabailo estéril 200 ml
Extracto de levadura fresca 100 ml
500 Q00 Ui

penicilina &, sddica
Preparacién del extracto de levadura (22) (17).
Se suspendieron 50 g de levadura fresca para panaderia en 100
ml de solucidn al 0.2M de KHyPO4, Ja suspensidn se calentd a 83°C duran-
te 20" y se dejd reposar en refrigeracidn toda la noche, posteriormente
se centrifugd a 2000 & por 10 min. para clarificar y se esterilizd por

filtracidn distribuyéndose en viales de 50 ml los cuales se almacenaron
a. -20°C.

Medio HP "Hyopneumoniae” modificado por Friis (50)
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PPLO caldo sin cristal violeta (lab Difco) 2.5 g

BHI caldo {lab. Bioxon) 2.5 g
Sel. de rojo de fenol al 0.2% 3.5 mi
DNA (1ab Kodak) 0.01 g
Clorhidrato de cisteina 0.61 -]
Solucidn salina balanceada de Hanks - 152 ml
Agua destilada 225 ml

Se esterilizd en autcclave a 15 1b, 121 C/15 min., posteriormen

te se agregd en condiciones asépticas:

Suero de caballo estéril 200 m1
Extracto de levadura fresca 20 mi
Penicilina G. Sddica 500 000 Ul

Estos medios se distribuyeron en tubos de 13 x 100 mm con ta-
pon de rosca a razdn de 3 ml con ayuda de ura jeringa automdtica estéril

y en condiciones asépticas.

Los medios solidos se hicieron agregando agar al Q9% a los me-

dios basales y distribuyéndose en placas de Petri.
Solucidn salina balanceada modificada de Hanks

Solucidn. Stock "A"

Nacl 80.0 g
Kc1 4.0 g
MaS$0,7H,0 1.0 g
MgCl 6 Hp0 1.0g
Ca €l 1.4 g

H,0 destilada

500 m!
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Solucidn Stock "B"

NaghPOg12 Hy0 15 g
KHpPO4 : 0.6 g
Hy0 destilada 500 mi

Para st uso, 25 ml de la solucién "A", se mezcld con 400 ml de
agua destilada, despu@s se agregaron 25 ml de la solucidn stock "B" y se

aford hasta 500 ml.

2.Medios Para Caracterizacion Bicquimica de Tos Micoplasmas.
Los medios empleados para determinar la hidrdlisis de la argi-
nina y la fermentacién de dzucares por Tos micoplasmas se prepararon So-

bre 10s medios basales de Eaton y Friis.

a. Medio para la Hidrdiizis de Ta Arginina‘
PPLO caldo s/cristal violeta 10.5 g
Rojo de fenol sol. ac. al 0.2% 6.25 ml
Agua destilada 250 ml

‘Se esterilizé en autoclave a 15 1b, 121 C/15 min., posteriormen

te se agregd en condiciones asé@pticas:

Sueroc de caballo 100 ml
Extracto de Tevadura 50 mt
L { =) Arg-HC1 sol. al 50% 10 m}
Penicilina G. sédica 250000 W1

Se ajustd el pH del medio a 7.0 con NaQH 1IN estéril
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b. Medio para 1a fermentacidn de azlcares
PPLO caldo s/cristal violeta 0.25'g
BHI caldo o 0;25 g
Rojo de fenol sol. ac. al 0.2% 0.35 ml
Agua destilada . a5 61
So1. balanceada de Hanks . éorml
DNA ' " 0.001g

Se esterilizé en autoclave a 15 1b, 121 C/15 min., y se agne

garon en condiciones asépticas:

Suero de caballo 10 mi
Extracto de levadura 5 ml
SoTucidn del azicar de prueba d1 10% 18 ml

Penicilina G sddica 50 000 UI

Los medios se distrubuyeron en tubos c¢on tapdn de rosca de -
I3 x 100 mm a razdn de 3 ml con ayuda de una jeringa automidtica y en con-
dicones asépticas.
3. Tincidn de Dienes para.identificacion de colonias de mi-

coplasma .

Tincidén de Dienes (17)

Azul de metiléno 2.5 ¢
Azur II » 1.25 g
Maltosa 10 g
Carbonato de Sodio 0.25 g
Ac. Benzoico . 0.2 g

Agua destilada 100 m



43

Se ‘ggrtaron pequenos bloques de agar con colonias sospechosas
de micoplasmas, €stos bloques se colocaron sobre un portaobjetos y fue-.

ron cubiertos completamente con el colorante.

Otra formadé probar si estas colonias en forma de hueve ‘frito
eran realmente colonias de micoplasmas fue subcultivando en medio 1igui-
do 1ibre de antibidtico ¥ de suero (si se trata de colonias de formas -

"L", estas revierten a la forma bacteriana normal}.
0.4, Procedimiento para el aislamieénto y cultivo de micoplasmas

Se tomaron pequefios pedazos del afea afectada de pulmén bis
cando que los bronquiolos pequefios fueran abiertos a Yo largo, ademds el
tejido pulmonar se "trituro" con la ayuda de pinzas y tijeras flameadas
con alcohol. Estos pedazos se introdujeron en un tubo conteniendo medio
para €1 cultive de micoplasma y se agitd fuertemente. Se efectuaron dilu-
ciones logaritmicas hasta Ta dilucidn 10-% de 1a muestra original. Se
incubé a 37°C por una semana, exidminandose diariamente.

Se realizaron subcultives en medio 1iquido y s81ido los cuales
se incubaron a 37°C por 3 a 4 dias en condiciones microaerofilicas y en
cdmara himeda después de este tiempo de incubacidn 1as placas fueron exa
minadas con la ayuda de un microscopio estereoscépico para la bisqueda

de colonias de micoplasmas. S1 en ese momento no se observd dcsarrollo

de colonias de micoplasma las placas fueron incubadas por mads tiempo pa-
ra dar oportunidad de que hubiera desarrollio de micoplasmas dificiles de

cultivar o de adaptarse.

Iy

a. Purificacién de los aislamientos de micoplasmas por

e
clonaciodn.



=44~

La clonacidn se realizd de una forma sencilla utilizando tubos
capilares con 1058 que se tomaron colonias individuales de micoplasmas,
que fuercon subcultivadas en medio 1iquido y posteriormente cultivadas.
de nuevo en medio sdlido. este procedimiento de clonacidn se efectda tres
veces. Se observaron detenidamente las posibles diferencias morfoldgicas

entre las colonias.
b. Prueba de dependencia de esteroles.
Prueba de la Digitonina.

l.os aislamientos de micoplasmas purificados, fueron inoculados
en placas de medio de Friis y sobre la superficie del agar se colocaron
discos de papel filtro absorbente estériles impregnados con una solucidn
de digitonina al 1.5% previamente esterilizada por filtracion. Las pla-
cAas se jncubaron a 37°C por 3 dias v fueron examinadas al cabo de este
tiempo con ayuda del microscopio esteroscGpico. En el género Mycoplasma
se observa inhibicidn de crecimiento alrededor de los disces indicando
dependencia de esteroles para este género. E1 género Achcleplasma no es
inhibido ya que no réquiere de esteroles para su desarrollo. La digito-
nina reacciona con Tos estercaides que tienen un grupo hidroxilc en el

carbono 3 de 1a configuracidn B. El complejo que se forma es insoluble.
c. Pruebas de Fermentacidn de Carbohidratos.

La capacidad de los aislamieritos de micoplasma para fermentar
los azdcares se realizd en medio basal de Friis adicionado con el azicar
de prueba a una concentracidn del 1%. EI andiisis de este tipo de prue-
ba se realizd para determinar el patrén de fermentacidn de los aislamien-
tos hacia 1os azdcares con el findé ayudar u orientar en 1a. identifica-

cidn de las especies de Mycoplasmas.
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Se inocularon tubgcs conteniendo el azicar de prueba, con 0.1
ml de cultivo reciente de los aislamiéntos. $e utilizaron tubos de me-
dio 1fquido sin inocular como controles. Los tubos inoculades y no ino-
culados fueron incubados a 37°C se observaron ¥y se registraron los cam-
bios de color diariamente por 7 dias. Un resultado de fermentacidn posi-
tivo se indicd por el cambio de color del indicador del medio, de rojo a
amarillo, debido a la produccidn de matabdlitos dcidos a partir de los
azicares. Los tubos en los que no se obsServdé ningdn cambio de color se
registraron como negativos. Se registraron como reacciones débiles ()

l1os cambios de color rojo al naranja.
d. Pruebas de hidrolisis de aminocdcidos.

Los aminodcidos utilizados para la caracterizacidn de los ais-
lamientos fueron el clorhidrato de la arginina, clorhidrato de la lisina:
y sus derivados como el clorhidrato de la ornitina al 1% en medio bhasal de
Friis. La descarboxilaciGn metabdiica de los aminodcidos por algunas es-

pecies de micoplasmas se aprecid por un cambio alcalino en el medio.

Los tubos de medio con el aminodcido de prueba fueron inoculados
con 0.1 ml de un ciutivo de cada uno de los aislaméintos a probar estos -
tubos se incubaron a 37°C junto con tubos control (medio no inoculado)} -
bajo condiciones aerdbicas POT 6 dfas examindndose diariamente. La prue-
ba se dio como positiva cuando el indicador en el medio cambid de color
de rojo a violeta. Un resultado negative se registrd cuando no hubd@ cam-
bio en la coloracian del medio.

a. Formacidn de Pelicula y Manchas.

Se sembraron placas de medio de Friis con 20% de suero de ca-

ballo eon cada uno de 1los aislamiéntos de prueba en crecimiento acti-
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vo. Las placas se incubareon a 37°C en una cdmara himeda por tres dias.
Después de este tiempo se examinaron a simple vista o con el microsco-
pio esterescOpico ohservdndose en las especies productoras de pelicula
depdsitos cristalinos confluentes ademds de las colonias sobre Ta super-
ficie de agar. Este fendmeno denominado formacidon de pelicula y manchas
es ampliamente usado en la clasificacién de micoplasmas. Estos depdsi-
tos son precipitados de Jjabones de calcio y magnesio, contienen ademas
colesterol y fosfolipidos que se forman por la actividad de lipasas o -

fosfolipasas.

f. ., Produccidn de Perdxido de Hidrdgeno.

Se cortaron pequefios cuadros de agar con colonias de micoplas-~
mas que fueron colocados sobre portacbjetes. La superficie del bloque
de agar se lava con ?ES pH 7.0 0.01 M para quitar cualquier depisite sg
bre ias colonias. Se agregan sobre &stas algunas gotas de una supensidn
de eritrocitos humanos tipo 0 al 0.25% en solucidn de azdl de metileno
al 0.01% en buffer de fosfatos salino 0.01 M pH 7.0 se dejdé por 15 minu-
tos en una camara himeda 'a temperatura ambiente. Después de éste tiem-

po los blogues de agar se observaron al microscopio esteroscdpico (10x).

Los eritrocitos depositados alrededor de las colonias en las
especies productoras de peréxido de hidrédgeno fueron tefidos de aziil;
esto se cree, es debido a una alteracién en la permgabilfdad de ‘Ta mem=
brana del erifrocito a consecuencia de 1a formacidn de metahemoglobina
por el perdxido de hidrdgeno. Normaimente el eritrocito acumula aadl de

metilo al que puede retener intracelularmente en una forma reducida..



5. Preparacidn de Antigenos y Antisueros.

a. Preparacidn del Antigene Inmunizante.

Con el fin de producir antisueros de las cepas de referencia

de M. capricolum (Goat-189), M. mycoides var capri (PG-3), M. ovipneumo-

niae (Y-98}), M. caprino del grupo 5 (Goat-145) M. caprino del grupo 7

(A-1343), estas fueron primeramente adaptadas al medio de Friis el cual
fue usado para la produccién del antigenc inmunizante (células comple-
tas).

Se inocularon tubos con 3 ml de medio de Friis con 0.1 mi de
un cultivo de las cepas de referencia respectivamente. E1 volumen del
cultivo se incrementd a través de pases que se hicieron a intervalos de
48 hrs de incubacidn hasta alcanzar un volumen final de 2000 ml. Se re-
visd que estes cultives no estuvieran contaminados, inoculando placas
de agar sangre con pequefios volumenes del cultivo durante cada pase.

La cosecha de las cglulas se hizd por centrifugacion a 15000
gravedades por 30 minutos, en una centrifuga refrigerada para altas ve-
locidades.

E! 1iquide sobrenadante fue-eliminado y el paquete celular se
resuspendid en PBS pH 7.2 0,01 M estéril efectuando 3 lavados a Ta mis-
ma velocidad y tiempo. E1 paquete celular se resuspendié en PBS pH 7.2
0.0I M a un voiumen final de 100 veces su volumen original y fue dis~

tribuido en viales a razdn de 2 ml y congelados a -70°C.

a.l. Preparacidn del Indculo.

El paquete celular liste para inocular fue homoogeneizado con
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un volumen igual de adyuvante compieto o incompleto de Freund seqlin corres
pondiera con el programa de inoculiacidn en un vortex (vortex-genie) a una
intensidad de 5 por 5 minutos. Esta mezcla se inoculd inmediatamente en los

conejos utilizados para la produccidn de los sueros hiperinmunes.

b. Produccion de Antisuero.

Para la produccidn de antisueros se utilizaron 10 conejos machos
de 3 meses de edad de la raza Nueva Zelanda. Los conejos fueron sangrados
antes de empezar con el programa de inoculacidn para ser usados como sueros
control. £1 programa de inmunjzacién fue el mismo en todos los animales y
se muestra en el Cuadro 4. Dos semanas despu@s de la ltima inoculacidn
se efactud un sangrado de prueba para probar el efecto inhibitorio del -
antisuero con los cultivos homGlogos de micoplasmas. Cuando los antisue-

ros presentaron resultados satisfactorios los animales fueron sangrados en

planco.

Los sueros hiperinmunes se esterilizaron por filtracién y se

distribuyeron en viales a razdn de 0.5 ml y se almacenaron a ~70.C.

Estos antisueros fueron utilizados para la  identificacidn de
los aisiamientos de micoplasma por medio de las pruebas de inhibicidn de

crecimiento y de inmunofliuorescencia indirecta.

6. Procedimiento para 1a Prueba de Inhibicién de Crecimiento.
Se impregnaron discos de» papel filtro absorbente est@riles de
6 mm de didmetro con 25 1 de los antisueros hiperinmunes. Se inocularon

placas de medio s61ido con 0.1 ml de cada uno de 1los aislamientos a =~
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identificar contenido 10° UFC/m1, distribuyéndose uniformemente en la su
perficie de la placavcon el asa, la placa se dejd a temperatura'hasta que
Ta humedad del indculc fue absorbide por el medio. Los discos con'el an
tisuero se colocaron sobre la superficie de agar ineculada con la ayuda
de pinzas esterilizadas. Las placas fueron incubadas a 37°C por 3 dias
en una cdmara hdmeda. Después de este tiempo de incubacidén la ausencia
de crecimient6 alrededor del disco conteniendo el antisuero identifico

aistamiento desconocido como relacionado con la especie que represen-

—

e

ta ese antisuero.

7. Procedimiento de Inmuncflucrescencia Indirecta.

Se inocularon placas de Friis las cuales fueron incubadas a
37°C por dos dias en cdmara himeda con baja tensidn de Op. De estas pla-
cas sé cortaron bloques de agar con un bisturi estéril que fueron coloca
das sobre un portaobjetos con las colonias hacia arriba y tratando de
evitar la formacidn de burbujas entre el portaobjetos y el bloque de -
agar. Alrededor de estos bloques se aplicd una mezcla caliente (50°C)
de parafina 65% y vaselina 35% para prevenir que los bloques se despren-
dieran. Se colocaron de 2 a 3 gotas de antisuero y posteriormente se
incubd a 37°C por 30 minutes en cdmara himeda o en una incubadora humidi
ficada. Después de este tiempo de incubacion se procedid a hacer dos

“ lavados con buffer tris salino (pH 7.3 tris 0,01 M y NaCl 0.14 M) por
10 a 15 minutos cada lavado, para ello los portacbjetos se colocaron en
cajas de tincidn conteniendo el buffer y empleando agitacién magnética
suave para quitar el exceso de antisuero. Posteriormente se colocaron dos
gotas de 1la antigamaglobulina de conejo producida €n cabras y marcada

con, Tluoresceina (Lab. Hoeschst) .incubdndose a 37°C bajo Tas mismas
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condiciones y lavando nuevamente tres veces con la solucidén buferada. E1

exceso de 17quido se elimind con papel absorbente, teniendo cuidado de

no secar la preparacion, esta fue montada colocando una gota de PBS gli=-

cerinado (I vol de P8BS Q.0IM pH 7.2 y 9 vols. de glicerol) sobre los blo-
ques de agar y cubriendo con un portaocbjetos. Las preparaciones se abseg
varon en un microsopio de epifluorescencia.

Como controles nagativos se utilizaron preparaciones de bloques-
de agar con las colonias de 1as cepas a identificar a las cuales se Tes
colocé unas gotas del suero obtenido antes de la inmunizacidn, se lavaron
y tifieron con & conjugado ‘como se describid anteriormente. Esta prepa-
racidn fue usada coma un control para determinar cualquier reaccidén ines-
pecifica. E1 control positivo se prepard a partir de bloques de agar con
las colonias de Tas cepas de referencia haciéndolas reaccionar con su sue
ro homoldgo v tratadzs de ¢ misma forma que las otras preparaciones. La

prueba se efectud usando antisueros no dituidos y diluidos 1:10, 1:20, =

1:40 y 1:80.
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8. ANALISIS ESTADISTICO

Los resultados obtenidos en el estudio bacterioldgico y aislamiento
de micoplasmas tanto de pulmones normales como de pulmones neumdnicos, fue-
ron sometidos a un andlisis estadistico de x2

La prueba de X2 permite determinar si existe o no diferencia entre-
las frecuencias de aislamiento de pulmones normales y de pulmones neumdni--
cos. Sobre la hipotesis de que la proporcidn o frecuencia de aislamientos -
de una bacteria en particular o micoplasmas sea mayor en los casos neumbni-

cos que en los casos de pulmores normales.

Para determinar si la proporcidn (P) de aislamientos en el nimerc de

casos de casos neumdnicos o no neumgnicos difiere de la proporcign poblacio
nal (p) esperada de aislamientos para ambos casos, se comparan las frecuen-
cias observadas y esperadas, de estas comparaciones se deriva una medida --
Tlamada X2 (ji cuadrada), que es una medida da la diferencia global entre-

las frecuencias observadas y esperadas.

En Tos casos estudiados solo dos sucesos pudieron ocurrir, el aisia
miento (Al) y el no aisTamiento.(Az) con probabilidades p y g=1-p respec-
tivamente. Un valor muestral especifico-de 1a variable aleatoria X=nP se
Tlama frecuencia observada para el suceso Al » en tanto que np se 1lama la

frecuencia esperada o teorica

Suceso Al A2

frecuencia obser .
vada X1 X,

frecuencia espe-
rada nPl an
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donde Xl = X que es la variable asociada con los aislamientos y X2=n-X1 es

la variable aleatoria asociada con “no aislamientos”

La formula utilizada para medir las discrepancias o diferencias entre

frecuencias observadas y esperadas esta dada por:

2 2 2
2 - (xy-np;) . (Xp= np,) . s (X -np )

npy np, np,
k X,- np.')2

= —t—d
j=1 np4

Después de haber determinado el valor de x¢ para cada caso particu
Tar, se consulta una tabla estadistica de la distribucion de X2 para deter~
minar si el valor obtenido era o na significativo a los niveles de significa

cign de Q.05 y 0.01
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Iv. RESULTADOS.
A. Estudio PatalBgico e Histologico.

De las 286 muestras de pulmones colectados se consideraron co-
mo neumdnices 68 de estos de acuerdo con el examen histopatolégico, to-
mindose como normales 0 con cambios leves e inespecificos las 218 mues-
tras restantes,

Las lesiones que se observaron en la mayor parte de los pulmo-

nes neumdnicos fueron dreas de consolidacidn roja y gris localizadas en
los 1Gbulos pulmonares craneovenirales pero principalmente en los cra-
neales.

El estudio histopatoidgico practicado a las 68 muestras de pul
mones neumdnics mostro:  17.5% de neumonfas exudativas, 17.5% de neumo-
nias mixtas 11% de neumpnfias proliferativas, 16% de neumonias abscedati-
vas, 10% de neumonfas parasitarias y 26.4% de pulmones neuméniccs sin -
cambios patoldgicos aparentes.

En los casos de neumonias exudativas las lesiones se encontra-
raon d%stribuidas en los 1dbulos craneoventrales en los que sSe observaron
zonas de consolidacidon que iban de roja a gris. Microscopicamente se ob-
servd exudado con infiltracidn de polimorfonuclieares, fibrina, edema, y
sangre en €1 Tumen brongquiolar y alveoar.

En las neumonias proliferativas se observd engrosamiento de la
pleura principalmente en los 1dbulos caudales y Tas caracteristicas prin

cipales observadas al microscopio fueron: la proliferacion de nodulos -

Tinfoides perivasculares y peribronquia]eé.



En las neumonias mixtas Jas lesiones se encontraron confinadas
en los 16bulos pulmonares cranecventrales en los cuales se cbservé con-
solidacidn que iba de roja a gris y diferentes grades de pleuritis exten
diéndose en algunos casos hasta Tos 18bulos caudales. El estudio micros
cdpico mostrd exudado purulento. proliferacion linfoide a nivel peribron
quial y perivascular, presencia de macrdéfages alveolares, moco y fibrina
a nivel alveolar y bronquiolar. En algunos casos se observd hiperplasia
del epitelio bronauiolar, acompafiada de epitelizacidn alveolar.

En Tas neumonias abscedativas los abscesos se encontraron si-
tuados principalemente en el parenquima pulmonar y variaron de tamafio -~
desde microscopicos hasta mds de 7 cm.

En las neumonfas parasitarias se encontraron parasitos subpleu
rales Tocalizados principaimente en los 1Gbulos caudales de los pulmones,
se observd engrosamiento de 1as paredes alveolares. formaciones granu
matosas subpleurales, hiperplasia de ta 'musculatura lisa e infiltracidn

de células mononucieares.

B. Estudio Bacterioldgico.

Se aislé una gran variedad de géneros bacterianos tanto de pul
mones neumdnicas como de pulmones normales. Sin embargo, el andlisis es-
tadistico de X2 mostrd que habia diferencia significativa para Escheri-

chia eoli, Branhamella ovis, Pasteurella multocida, Pasteurella haemoly-

tica, Carynebacterium ovis y Micoplasmas {Cuadro 5).

En el Cuadro 6 se muestra el porcentaje y frecuencia de aisla-
.
mientos en los diferentes tipos de neumonias, observandose que en Jos
casos de neumonfas exudativas Escherichia eoli, Branhamella ovis, Micro-

coccus roseus y Corynebacterium ovis fueron las mds aisladas
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CUADRG No. 5

ATSLAMIENTOS MAS FRECUENTES DE PULMONES NEUMONICOS
Y NORMALES O SIN CAMBIO PATOLOGICO

Microorganismos Pu'lmones1nor'ma1es Pu‘monezgneumén‘icos x2
Microceccus luteus i2.3 % 17.65 % n.s.
Escherichia coli 15.6 % 20.9 % ++
Staphylococcus epidermidis 3.5 % 8.8 % n.s.
Branhamella ovis ° 2.3 2 20.6 % ++
Branhamella catarralis 5.04% 4.4 % n.s.
Micrococcus roseus 2.3 % 16.2 % ++
Streptomyces s.p. 3.7 % 2.9 ¢ n.s.
Rodotorula s.p. 1.37% 5.9 % n.s.
Pasteurella multocida 0.9 2 4.4 % +
Pasteurella haemolytica 0.5 % 7.35 % +
Corynabacterium bovis 1.83% 2.9 % n.s
Mycopiasma s.p. £.87% 17.6 % +
Corynebacterium ovis 3.6 % 13,2 ¥ +

n.s. No significativo (P 0.05)
++ Altamente significativo (P 0.01)
+ Significativo (P 0.05)
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CUADRO No. 6

Porcentaje y frecuencia de aislamientos
bacterianos de los diferentes tipos de

neumonias

Neumonfas
(68 casos = 100 % )

FRECUENCIA PORCENTAJE

Neymonfas exudativas
{12 casos = 17.5%)

Escherichia coli
Branhamella ovis
Micrococcus roseus
Corynebacterium ovis

Mycoplasma
Neumonias proliferativas -
(8 casos = 11%)

Escherichia coli
Micrococcus roseus
Branhamelilia ovis
Mycopiasma

asteurella multocida
Corynebacterium ovis

Neumonfas mixtas
(12 casos = 17.5%)

Escherichia coli
o'l
ranhamella ovis

Mycoplasma

Pasteurella haemolytica

Presencia de abscesos
{11 casos = 16%)

Corynebacterium ovis
Branhamella ovis
Mycoplasma ~—
scherichia coli
Pasteurella haemolytica

Neumonfas parasitarias
(7 casos = 10%)

N W w o

WHWEN N

W N N
AN
AR

WaNA A

ol
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Microcococcus roseus
MycopTasma
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En las neumonfas proliferativas las bacterias mds frecuentemen

te aisladas fueron Escherichia celi, Micoplasmas y Corynebacterium ovis,

mientras que en Tos casos de neumonias mixtas se aislaron Micoplasmas,

Branhamella ovis y Escherichia coli vy en las neuomonias abscedativas

Corynebacterium ovis, Branhamella ovis y Escherichia coli.

C. Aislamiento de Micoplasmas.

Se obtuvieron un total de 27 aislamientos de micoplasmas tan-

to de pulmones normales como de puilmones neumdnicos. Once de estos ais-

lamientos pertenecieron a las 68 muestras de pulmones neumdnicos (17 .6%)

y 16 a las muestras de pulmones normales (7.3%).

El aislamiento de miceoplasmas mostrd ser significative en los
casos de pulmones neumdnicos al aplicarse el andlisis estadistico do -
2 (P 0.05).

1. Identificacidon de los afslamientos de Micoplasmas.

Los aislamientos de micoplasmas se diferenciaron de las formas
"L" bacterianas empleando la tincidn de Dienzs y por subcultivo en medios
de cultivo desprovistos de penicilina.

Se realizaron cionaciones con cada uno de Tos aislamientos pa-
ra posteriormente efectuar la prueba de dependencia de esteroles utili-
zando digitonina al 1.5%. Los resultados de esta prueba se muestran en
el Cuadro 7 y de acuerdo con ellos todos los aislamientos fueron clasifi
cados dentro del género Mycoplasma.

Los resultados obtenidos con las pruebas de fermentacign de
los az{icares probados como fueron: gluycosa, sorbitol, xilosa, galactosa

y fructosa se muestran en el Cuadro 8. Considerando estos resul tados,
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CUADRO No. 7
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Namero de
aislamientos

Area de inhibicidn con
Digitonina al 1.5% Resultado
{(mm de diametro}

18 Mycoplasma
20 Mycoplasma




las cepas aisladas fueron agrupadas en 6 grupos de acuerdo a sus. reaccio

nes hacia los aziicares probados.

Los resultados de Tas pruebas de hidrdiisis de arginina y 1i~
sina as? como su derivado ornitina se muestran en el Cuadro 9 junto -
conotras caracteristicas observadas en los aislamientos como fueron: la

produccitn de pelfcula y manchas y la produccidn de perdxido de hidrogéno

Los resul tados obtenidoes con las pruebas bioquimicas efectuadas
se compararon ¢on las reacciones bioquimicas repartadas para las especies

¥ serogrupes de micoplasmas de origen ovino y caprine { Cuadro 3) asi co-

mo con las reacciones biogimicas observadas con las cepas de referencia.

Debido a que en Yog estudios de clasificacidn e identificacion

de micoplasmas se consideran practicamente los c¢riterics de fermentacicn

de la gluconsa ¢ hideGiisis de 1a arginina para agrupar a los micoplasmas
da acuerdo a sus reacciones biogquimicas, se consideraron estos criterios
y se encontrd que 1o0s aislamientos de micoplasmas pertencen al grupao de

micoplasmas que no fermenta la glucosa y no hidroliza la arginina ya que
la mayoria de ellos mostrd ser incapaz de fermentar la glucosa y algunos
mostréron una reaccidn dudosa hacia este azicar, por otro lado, la reac-
cidn observada practicamente en todos ‘los aislamientos hacia la hidroli-
sis de 1a arginina fue negativa.

Se observd que todas 1as cepas afsladas son formadoras de peli-
cula y manchas y productoras de péroxido dg hidrdgeno.

Los resultados de las pruebas serolfgicas efectuadas a los a-
islamientos para su identificacidn como fueron: La inhibicién de creci-~

miento e Inmunofluorescencia indirecta se muestran en los Cuadro 10 y 11.
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CUADRO No. 8

PRUEBAS DE FERMENTACION DE AZUCARES -

Nimero de - Giucesa’ - Sorbitol ..
aislamientos e R [

(+) Reaccidn D&bil
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CUADRO No. 9

PRUEBAS DE HIDROLISIS DE AMINOACIDOS, PELICULA Y MANCHAS Y PRODU-
CCION DE H,0,

Namero de Arg. arn. Lis. PEliculas
aislamiento y HZDZ
Manchas
25 - - - + +
2 (+) - - + +

{+) Reaccidn débfl
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Se encontrarén que todos 1os aislamientos eran inhibidos por el antisue-
ro de Mycoplasma caprino serogrupo 7'de Al-Aubaidi y en la prueba de IFI
también se observd relacidn seroldgica con este antisvero y con los ais-
Tamientos.

En el cuadre 12 se muestran los resultados del analisis histo
patoldgico y bacteérioldgico de las muestras de pulmones a partir de los
cuales se aislaron micoplasmas, tanto para pulmones en los que no se ob-
servaron cambios histoldgicos significativos o normales como para pui-
mones neumdnicos.

E1 Cuadro 13 muestra los porcentajes y frecuencia de aislamien
tos bacterianos de los pulmones neumdnicos a partir de ios cuales se ai3
Jlaron micoplasmas -

En los Cuadros 14, 15, 16 y 17 se muestran las bacterias aso-
ciadas con Tos diferentes tipos de neumonias de donde fueron aislados
micoptacmas, asi como de pulmones en los que no se observaron cambics

patoldgicos aparentes.
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CUADRG No. 13

Porcentajes y Frecuencias de Bacterias Encontradas
en Tos Casos de Pulmones Neuménicos de los Cuales
se Aislaron Micoplasmas

Bacteria Frecuencia Porcentaje
Coryne&bacterium ovis 6 22.2%
Micrococcus luteus 5 18.5%
Escherichia coli 3 11.1%
Branhamella ovis 2 7.4%
Staphylococcus epidermidis 2 7.4%
Citrobacter Koseri 2 7.4%
Staphylococcus aureus 1 3.7%
Acinetobacter anitratus 1 3.7%
Straptoceccus s.p. B 3.7%
Klebsiella ozoenae 1 3.7%
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CUADRO No. 14

BACTERIAS ASOCIADAS CON PULMONES QUE PRESENTABAN
NEUMONIA PROLIFERATIVA A PARTIR DE LOS CUALES SE
AISLARON MICOPLASMAS

. Branhamella ovis
Escherichia coli
Streptococcus s.n.
Citrobacter koseri
Klebsiella ozoenae
Corynebacterium ovis

TR S I o I ™

CUADRDO No. 15

BACTERIAS ASQCIADAS CON PULMONES QUE PRESENTABAN NEU-
MONIA MIXTA A PARTIR DE LOS CUALES SE AISLARON MI-
COPLASMAS

Escherichia coli
Micrococcus Tuteus
Citrobacter s.p.
Branhamella ovis
Corynebacterium ovis

[T TR ST
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CUADRQ No. 16

BACTERIAS ASOCIADAS CON PULMONES QUE NO MOSTRARON
CAMBIOS PATOLOGICOS SIGNIFICATIYOS A PARTIR DE tOS
CUALES SE AISLO MICOPLASMA

Branhamella ovis
Escherichia coli
Acinetobacter anitratus
Corynebacterium ovis
Streptococcus s.p.
Staphylococcus epidermidis
Klebsiella ozoenae
Pasteurella haemolytica

Rl IR S RV RS Y |

CUADRO No. 17

BACTERIAS ASOCIADAS CON PULMONES QUE PRESENTABAN
NEUMONIAS EXUDATIVA A PARTIR DE LOS CUALES SE -
AISLN MICOPLASMA

Micrococcus luteus
Corynebacterium ovis
Staphylococcus epidermidis
Escherichia coii
Acinetobacter anitratus
Staphylococcus aureus .

RS R SR S S

Branhamella ovis
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V.DISCUSION

Las lesiones neumdnicas que se observaron en }a mayoria de los-
pulmones muestreadss eran areas de consolidacidn roja-gris localizadas -
en los 18bulos caraneo-ventrales. Estas gbservaciones concuerdan con --
Tas hechas por Ciprian, en su estudio de aislamiento y caracterizacidn -

de micoplasmas a partir de puimones neumdnicos de ovinos y caprinos (24)

Este tipo de localizacidn se relaciona con infecciones bacteria
nas y por micoplasmas, Esto es debido, a que dadas las ramificaciones —
bronquiales, las particulas inspiradas se impactan preferentemente en los
16bulos craneo-ventrales o anteriores, Ademds, el depdsite de particulas
inspiradas en diferentes partes del aparato respiratorio depende, en ---
gran medida del tamafic de €stas. 7 son 103 micreorganismos cuye tamafio -
queda comprendido entre 0.5 y 2 m (bacterias y micoplasmas) los que -
pueden franquear los mecanismos de defensa especificos e inespecificos -
del aparato respiratorio superior y logran llegar hasta l1a pared del al-

vedio.{53).

Se ha considerado que muchos de los problemas respiratorics son
resultado de 1a interaccion secuencial de factores ambientales-agentes -

virales- microorganismos intermedfos (micoplasmas o clamidias) y bacterias

Este complejo neumdnico afecta fundamentalimente a animales jove
nes en los cuales Ta enfermedad toma un curso agudo y puede presentarse-

en forma inaparente o con signos leves de bronconeumonfa en animales a--
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dultos en los que la enfermedad toma, gengralmente, un curso croénico. La
lesidn crﬁnica representa un proceso secundaric donde la primoinfeccign vi
ral ha sidd reemplazada por el proceso bacterianro secundario. Las bacterias
representan la Gltima etapa de la secuencia neumdnica y son las respon-

sables, en muchas ocasiones, de las lesiones neumdnicas graves (89)

Se considera que el muestreo a nivel de rastro detecta principal
mente problemas respiratorios de curso crdnico, dado que 105 animales sa--
crificados en estos sitios son 2n su mayoria animales adultos en 10s que -

se pueden o no observar signos leves de bronconeumonia y retraso en el cre

cimiento.

Debido a 1o anterior se considera que las 68 muestras de pulmones
neumdnicos estudiadas procedian de animales afectados cronicamente. E1 es
tudio practicado a &stas muestras reveld diferentes tipos de neumon¥as de
las cuales 1as que se presentaron con mayor frecuencia fueraon las neumoniag

exudativas, mixtas, proliferativas ¥y abscedativas.

De los géneros bacterianos aislados tanto de pulmones normales co~
mo de pulmones neumdnicos se encontrd que el aislamiento de Escherichia co

1i, Branhamella ovis, Pasteurella multocida, Pasteurelia haemolytica. Co-

rynebacterium ovis y Micoplasmas era significativo para los casos neumdni-
cos. Lo cual sugiere gue estas bacterias pudieran estar involucradas en -

los procesos neumdnicos de las cabras

E1 porcentaje de aislamientos de micoplasmas obtenidos de pulmo-

nes neumdnicos (17.6%) mostrd ser significativo (P 0.05) cuando se compa
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ré con el porcentaje de aislamientos de pulmones normales (7.3%), ello su-
giere que los micoplasmas pudieran tener un papel relevante dentro del pro
ceso neumdnico caprino. Ya que, ademis, &stos fueron aislados de diferentes
vipos de neumonia. E1 porcentaje de aislamientos obtenido de pulmones neu-
ménicos fue un poco mds alto que el encontrado por Cipridn en su estudio -
de aislamiento y caracterizacidn de micoplasmas a partir de neumonias de -
cabras, donde &1 reporta, un porcentaje de aislamientos de 10,.8% (24), Es
probable que esta diferencia se deba al criterio utilizado por este autor
al seleccionar Onicamente aquellas muestras que presentaban lesidn neumdni
ca primaria. No asT, aquT, donde el exdmen histopatoldgice de Tas muestras
neumdnicas reveld diferentes tipos de neumenias. Sin embargo, el mayor ni
mero de aislamientos de micoplasmas fueron a partir de neumonyas prolifera

tivas y mixtas.

Tanto los micoplasmas aisTados de pulmones neumdnicos como de --
pulmones normales pertenecen a un qrupo homogéneo en cuanto a sus caracte-
risticas bioquimicas y seraldgicas observadas. Seroldgicamente estos ais
lamientos mostraron estar relacionados con el Mycoplasma caprino del grupo
7 perteneciente a 1os serogrupos de Al-Aubaidi y presentaron algunas reac-
ciones bioquimicas en comin con la cepa tipo del grupo 7, como fueron: la
incapacidad para fermentar glucosa e hidrolizar arginina. Sin embargo, los
aislamientos presentaron otras caracteristicas bioquimicas que no se obser
varon ni han sido reportadas con M. caprino del grupo 7, éstas caracterfis-
ticas son la Tormacidn de pelicula y manchas y la produccidén de péroxido
de hidrégeno (46). Llas caracteristicas anteriormente mencionadas han si
do reportadas también con M. agalactiae, cuyas reacciones bioguimicas ha-

cia 1a glucosa y arginina son negativas al igual que la de los aislamien-
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tos (46). Sin embargo la agaiactia contagiosa de ovejas y cabras en Maxi-
co no ha sido reportada.

Y aungue bioguimicamente los micoplasmas aislados estdn mds cerca
namente relacionades con M.agalactiae, seroldgicamente no se pudd demostrar
si existia o no alquna relacifn con esta especie y los aislamientos, debido
a que no se contaba con una cepa de referencia de M.agalactiae, ni con un -
antisuero de esta especie para haber realizado algunas pruebas seroldgicas
o alglin otro tipo de andlisis.

ta cepa de referencia que representa al serogrupo 7 fu~ aislada -
de pulmanes de cabra por Doza y parece ser que es el Onico aislamiento que
se ha hecho de este serogrupo (citado en (46))

Aunque los micoplasmas se aislaron de diferentes tipos de neumanias
asi como de pulmones gue no presentaban cambios significativec ol 2islamiento
de estos resultd ser significativo para los pulmones neumdnicos lo gque sugie-
re que estos aislamientos pudieran estar realmente involucrados dentro del! -
procese neumdnico caprino. Debido a gue éstos se aislaron de diferentes ti-
pos de neumonias, seqin indica el andlisis histopatoldgico. Las lesiones que
éstos producen no fueron determinadas, ya que en todos los casos se encontra-
ron acompafiados de otras bacterias, las cuales podrian estar involucradas en
el proceso patolGgico observado y que hizd dificil precisar el dafio causado
por los micoplasmas. ‘

Por otra parte, se ha considerado a la produccidn de péroxido de hi
drogeno, por parte de algunas especies de micoplasmas, como un factor involu-
crado en la patogénesis de &stos, y @ste factor ha mostrado ser citotéxico -
tanto para células del epitelio respiratorio como ‘para globuios rojos (51) -
(26). Y &sta actividad productora de péroxido de hidrdgeno se encontrd en -
todos los aislamientos obtenidos lo cual indica que &stos micoplasmas reaimen

te podrian estar involucrados dentro del proceso neumdnico caprine.
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En cuanto a los géneros bacterianos que se encontraron en los ~
casos donde se aislé micoplasmas no se mostrd una asociacidn particular;

sin embargo, las bacterias que mds se aislaron fueron Corynebacterium ovis,

Micrococcus luteus, Escherichia coli y Branhamella ovis.

Los micoplasmas aislados fueron diferentes a las especies encon
tradas por Ciprian en su estudic de caracterizacidn de micoplasmas aislades

de pulmones neumdnicos de cabras en donde se aislo M. arginini, M. ovipneu-

moniae y cepas de micoplasmas no caracterizadas (24).

Se puede considerar que los micoplasmas juegan un papel importan
te dentro del procesc neumdnico caprino, como To indican Tos hechos de que
fueron aislados de diferentes tipos de neumonias y el que su aislamiento -
de pulmones neumdnicos sea significativo; asi como, el que presenten acti-
vidad productora de péroxido de hidrdgeno que ha mostrado ser citotdxica
para las c8lulas del epitelio respiratorio.

Desafortunadamente la identificacidn total de estos micop]asm&s
no se logrd y resultaria conveniente intentar otras pruebas seroldgicas u
otros tipos de andlisis que permitan identificarlos plenamente, principal
mente buscando la posibilidad de s existe o no relacidn seroldgica entre
estos aislamientos y Mycoplasma agalactiae.

Se podria pensar que el papel gque juegan Tos micopiasmas en el

proceso neumdnico caprino sea come un factor predisponente que facilita la
inyasion secundaria por otros microorganismos del tejido pulmonar. Sin -
embargo, es necesaric investigar mds sobre el papel exacto que juegan los

micoplasmas dentro del proceso neumdnico caprino.
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CONCLUSIONES.

E1 examen histopatoldgico de las muestras neumbnicas, de donde fueron.
aislados los micoplasmas, reveld diferentes tipos de neumonias. Sin
embargo, el mayor nimerc de aislamientos fueron a partir de neumonfas

proliferativas y mixtas.

Los micoplasmas que fueron aislados en este trabajo pertenecen a un
grupo homogéneo en cuanto a sus caracteristicas bicquimicas y serolg
gicas observadas; pero no se pudo 1lecar a una caracterizacion defi-

nitiva, por lo que deberdn ser investigados mayormente.

Los micoplasmas en cabras pueden considerarse c¢omo flora normal y el
hecho de que se presenten en un cuadro neumdnico dependera de un sin

nimero de circunstancias que favorezcan su proliferacion.

De acuerdo con el andlisis estadistico realizado se sugiere que -
dentro del proceso neumdnico caprino, los micoplasmas pueden actuar co
mo agentes predisponentes que facilitan la invasidn o colonizacidn se-~

cundaria por otros microorganismos.
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