Aislamiento e identificacion

de cerdos de abasto.

Resumen: Hemos investigado la presencia de M. hyopneumoniae en lesiones
nheumonicas de cerdos sacrificados en matadero con, aproximadamente, 6
meses de edad y 90 kg de peso. Para ello, se analizaron un total de 30 pulmones,
procesando muestras de cinco localizaciones diferentes: 16bulo craneal
derecho, Iobulo medio derecho, I6bulo craneal izquierdo (porcién caudal), I6bulo
caudal izquierdo, asi como de ganglios mediastinicos. Los 70 aislamientos
obtenidos han sido sometidos al estudio previo de sus caracteristicas
culturales, catabolismo de la glucosa e hidrétesis de la arginina, finalizando con
su idetificacion serolégica por la técnica de inmunoperoxidasa indirecta sobre
papel de nitrocelulosa. |

Se ha detectado la presencia de M. hyopneumoniae en 16 I6bulos pulmonares y
en dos ganglios mediastinicos, con lesiones microscépicas tipicas de neumonia
enzodtica porcina en doce de estos pulmones. Las lesiones histopatoldgicas
caracteristicas de esta enfermedad fueron analizadas siguiendo los criterios de
- gravedad establecidos por Livingston y cols. (1972). |

Paralelamente, caracterizamos un total de 30 cepas de otras bacterias
acompanantes aisladas a partir de las localizaciones mencionadas
anteriormente, identificandose 13 aislamientos de P. multocida, 5 de E. coli, 4 de
Corynebacterium spp., 3 de Staphylococcus spp., 2 de Pseudomonas spp., 2 de
Streptococcus spp., y 1 de B. bronchiseptica.

Palabras clave: Neumonia. Mycoplasma hyopneumoniae. Pasteurella multo-
cida. Inmunoperoxidasa indirecta. Cerdos de abasto.

INTRODUCCION. cion experimental de dicha enferme-

dad hasta 1965 (9,12).
La neumonia micoplasmica o neu-

de Mycoplasma hyopneumoniae
a partir de lesiones neumadnicas

monia enzobdtica porcina fue descu-
bierta hacia 1930 en Alemania, aun-
que su agente causal no pudo ser
cultivado y empleado en la reproduc-
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cionalidad del cerdo, se ha evaluado

comparando el promedio diario de
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conversion en animales con y sin le-
siones neumonicas.

De esta forma, ha podido contrastar-
se que el costo de la neumonia enzoo-
tica en la produccién porcina es enor-
me debido sobre todo a su caracter
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Fig. 1. Pulmén de cerdo sacrificado mostran-
do evidentes lesiones neumdnicas en los 16-
bulos craneales e intermedios.

cronico, ocasionando pérdidas por de-
ficiencias de ganancias de peso y re-
traso en el crecimiento.

Por otra parte, se ha demostrado
que a la neumonia ligera y efecto in-
munosupresor que ocasiona M. hyop-
neumoniae, se suma la accién de P,
multocida, complicando y determinan-
do la aparicién de neumonias graves.

En nuestro pais, y a pesar del fuerte
impacto econémico que originan estas
afecciones, no se habian realizado es-
tudios microbiolégicos que posibilita-
sen el aislamiento v tipificacién de los
micoplasmas involucrados en los tras-
tornos respiratorios porcinos. Estos
precedentes nos han motivado a la
realizacién del presente estudio, en el
cual nos hemos planteado el ais|a-
miento e identificacién de micoplas-
mas y bacterias acompafantes en los
Iobulos de puimones neuménicos de
cerdos de abasto, conocer la frecuen-
cia de M. hyopneumoniae y P. multo-
cida en estas neumonias, y estudiar
microscépicamente la intensidad y

clasificacion de las lesiones neumoni-
cas.

MATERIAL Y METODOS.

En el presente estudio se han inves-
tigado 30 pulmones neuménicos de
cerdos sacrificados en el matadero in-

dustrial ICCOSA, ubicado en Cérdoba
en el ano 1.990, intentando el aisla-
miento de bacterias de las siguientes

Med. Vet. Vol. 10 n? 6 1993

338

localizaciones pulmonares: I6bulo cra-
neal derecho, I6bulo medio derecho,
I6bulo craneal izquierdo (porcidn cau-
dal), I6bulo caudal derecho, asi como
ganglios mediastinhicos. Para ellos, se
procedio a cauterizar la superficie pul-
monar, incidiendo en ésta con un bis-
turi flameado y accediendo al paréqui-
ma con una torunda estéril para evitar
asi la posible contaminacidn con bac-
terias de la superficie del puiman.

A continuaciodn, las torundas se ino-
cularon en medio liquido de Friis mo-
dificado (16), incubandolas a 37°C du-
rante 24 horas en agitacién continua.
Después, los cultivos fueron filtrados
por membrana Millipore de 0,45 micré-
metros de diametro, y éstos, reinocu-
lados nuevamente en el citado medio,
iIncubandose en las mismas condicio-
nes hasta un tiempo méaximo de una
semana.

Una vez obtenido crecimiento en
medio liquido, los cultivos se traslada-
ron a medio sélido de Friis modificado
(16), incubandose de 2 a 10 dias a 37
°C en atmdésfera humeda con un 5-
10% de COz2, hasta comprobar |a pre-
sencia de colonias.

El aislamiento se realiz segun las
técnicas estandard descritas por el
Subcomité de Taxonomia de la Clase
Mollicutes (19), y la identificacién me-
diante la prueba de inmunoperoxidasa

indirecta sobre papel de nitrocelulosa
(20).

Asimismo, como pruebas comple-
mentarias comprobamos el metabo-
lismo de la glucosa en el medio SP-4
(21), y la hidrdlisis de |a arginina en

4. Fig. 2. Hiperplasia del te-
¢ jido linfoide (BALT), abun-
{ danetes macréfagos al-
. veolares vy linfocitos.
o Lesién clasificada como
2 (++4).

medio liquido de Friis con arginina al
0,2%.

Para la elaboracién de los corres-
pondientes antisueros empleamos
una modificacién del método descrito
por Senterfit (1983), utilizando como
antigenos las siguientes cepas de
referencia: M. hyopneumoniae (J), M.
hyorhinis (BTS- 7), M. flocculare
(MS42) y M. hyosynoviae (S16), las
cuales nos fueron amablemente sumi-
nistradas por la Prof. Dra. Helga Kir-
chhoff del Instituto de Microbiologia y
Enfermedades Infecciosas de la Es-
cuela Superior de Veterinaria de Han-
nover (Alemania). Con esta finalidad,
se inocularon diferentes lotes de cone-
jos, administrando dosis de recuerdo
alos 21 dias, la primera, y cada 15 dias
las siguientes, hasta un total de 15,
intercalando sangrias de prueba a los
90, 150 y 210 dias desde la primera
Inoculacién, para comprobar el poder
inhibidor del crecimiento de estos sue-
ros frente a las cepas de referencia
utilizadas en la inmunizacién. Parale-
lamente, estos antisueros fueron titu-
lados mediante la técnica de inmuno-
peroxidasa indirecta sobre papel de
nitrocelulosa.

Los antisueros frente a Acholeplas-
ma laidlawii (PG8) y Acholeplasma
granularum (BTS-39), nos fueron fagi-
litados por el Ldo. en Veterinaria D.
Enrique Villalba Montoro de nuestro
Departamento de Sanidad Animal.

Con estos antisueros, se procedié a
la identificacién serolégica de los ais-

lamientos. Para ello, en cada placa de
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medio de Friis colocamos pequefias
tiras de papel de nitrocelulosa estéri-
les, sobre las que resembramos los
cultivos objeto de estudio. Seguida-
mente, las microcolonias desarrolla-
das sobre esta superficie se enfrenta-
ron, en una primera fase, con cada uno
de los antisueros elaborados en cone-
jo y, en una segunda, con suero anti-
conejo unido a peroxidasa (Chemi-
con). Finalmente, la reaccidon fue
puesta de manifiesto usando como re-
velador una sustancia constituida por
una mezcla de cloronaftol (12 mg),
metanol (4 ml), tampdn fosfato sddico
(20 ml) y peréxido de hidrégeno al 35%
(10 microlitros).

En los casos positivos aparecian so-
bre el soporte indicado a 450 aumen-
tos, microcolonias tefidas de azul, y
en los negativos comprobamos la pre-
sencia de colonias con el colorante de
Diennes al 3%.

Por otra parte, se procedid al estudio
histopatolégico de las lesiones neu-
monicas, observandose la relacidn
existente entre éstas con los microor-
ganismos aislados. Con este fin, se
obtuvieron muestras de diferentes
areas anatémicas de los 30 pulmones
de cerdo, las cuales, fueron fijadas en
alcohol de 962 durante una hora a 4°C
y en formaldehido tamponado al 10%
a temperatura ambiente. Las primeras
fueron procesadas e incluidas en pa-
rafina seguin el método de Saint Marie
(1962). Las muestras fijadas en for-
maldehido se incluyeron en parafina
segun el método rutinario. Los cortes
histoldgicos se realizaron en un micro-
tomo Reichert Jung, modelo 1130/bio-
cut 20, a un grosor de 4-6 micras, y se

tineron con la técnica de la hematoxi-
lina-eosina.

En cuanto al aislamiento de otras
bacterias, se obtuvieron, mediante to-
rundas, muestras del paréquima pul-
monar, las cuales, se inocularon en
agar sangre con un 5% de sangre de
caballo desfibrinada. Asi, aquellas
procedentes del I6bulo craneal dere-
cho, I6bulo medio derecho y ganglio
mediastinico, se incubaron a 372C en

aerobiosis y, las tomadas de los 16bu-

los craneal izquierdo (porcidn caudal)
y caudal ‘izquierdo, también a 37°C
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pero en una atmosfera con un 5% de
CO2. Ademas, se sembrd en estas pla-

cas una estria de Staphylococcus au-

reus, para facilitar el crecimiento de
las especies del género Haemophy-
lus. El tiempo de incubacién estuvo
comprendido entre 24-48 horas. El si-
guiente paso consistié en clonar cada
tipo de colonia, sembrarla en agar trip-
tosa y congelarlas a -40°C para su
posterior identificacion.

Los aislamientos bacterianos fueron
identificados atendiendo inicialmente
al aspecto de las colonias, hemdlisis
en agar sangre de caballo (DIFCO),
reduccion de nitratos, produccién de
ureasa, lisina decarboxilasa, ornitina
decarboxilasa y arginina dihidrolasa:
pruebas de rojo metilo, Voges Pros-
Kauer y presencia de gelatinasa.

Asimismo, se investigd el metabo-
lismo proteico determinando la pro-
duccion de sulfidrico e indol, llevadas
a cabo en medio de SIM (MERCK),
donde también se estudid la motilidad.

Finalmente, en el estudio de fermen-
tacion de azdcares se confecciond un
medio solido con rojo fenol como indi-
cador (DIFCO) al que se le incorporé
al 1% los siguientes sustratos: lactosa,
sorbitol, manitol, arabinosa, maltosa,
xilosa, glucosa, celobiosa, inulina, ma-
nosa, melobiosa, rafinosa, trealosa y
sacarosa.

RESULTADOS Y DISCUSION.

Mycoplasma hyopneumoniae es
uno de los Mollicutes mas dificiles de
cultivar en medios nutricios exentos
de células. Su primer aislamiento so-
lamente se consigue en medios de
cultivo liquidos, siendo muy importan-
te un alto grado de pureza en sus
constituyentes. Este aislamiento se
complica por la presencia constante
de otros micoplasmas porcinos, espe-
cialmente M. hyorhinis, cuyo rapido
crecimiento acidifica el medio e impide
el desarrollo de M. hyopneumoniae.
Para eludir este problema hemos in-
crementado la concentracidn de suero
de cerdo (10), recurriendo al empleo
de la modificacion introducida por
Ross y Whittlestone en 1983 a la {6r-
mula original de Friis (1975), lo cual

supone un incremento de un 8.1% de
suero de cerdo, permitiendo asi una
mejor adaptacion de este microorga-
nismo al cultivo artificial.

Por otra parte, resulta esencial la
filtracion de los cultivos originales 24-
48 horas mas tarde, por una membra-
na de 0.45 micrémetros de diametro
para eliminar la presencia de otras
bacterias, asi como la incubacion en
agitacion continua para aumentar la
velocidad de crecimiento de M. hyop-
neumoniae.

En el medio liquido de Friis, el creci-
miento de M. hyopneumoniae es muy
parecido al de M. flocculare, ambos
tardan al menos 4-5 dias en hacer virar
ligeramente el rojo fenol del medio ha-
cla naranja, y algunos aislamientos
manifiestan una pequefia turbidez sin
cambio en el color del indicador. Con
respecto al desarrollo colonial en los
medios solidos, ambas especies se
caracterizan por formar colonias muy
pequenas, como maximo de 0,5 mm
de didmetro después de 7-10 dias de
incubacion. Estas colonias son iIrregu-
lares, sin centro, careciendo por ello
de la morfologia tipica de "huevo frito"
que presentan otras especies, e indi-
ferenciables en la observacion micros-
copica.

La optencion de un antisuero frente
a M. hyopneumoniae en conejos,
representa una de las fases mas labo-
riosas de este estudio, ya que des-
pues de 16 inoculaciones en un tiempo
aproximado de 9 meses, no fue posi-
ble conseguir un efecto inhibidor del
crecimiento in vitro, del suero de los
conejos sobre la cepa de referencia de
M. hyopneumoniae, por lo cual, em-
pleamos la técnica de inmunoperoxi-
dasa indirecta sobre pape! de nitroce-
lulosa (20). Asi evaluamos los
antisueros obtenidos en conejos, com-
probando la alta sensibilidad de esta
tecnica, aunque detectamos una reac-
cion inmunolégica cruzada entre los
antisueros de M. hyopneumoniae y M.
hyorhinis por poseer, ambas especies,
antigenos superficiales de membrana
comunes (7).

Por esta circunstancia, la diferencia-
cion entre los aislamientos que corres-
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TABLAI

Asociacion de Micoplasmas y otras bacterias.

rium spp.

Muestra Localizacion Especies de Otras bacterias
micoplasmas
5 Lébulo medio derecho M. hyorhinis Corynebacterium spp.
 F Ganglio mediastinico M. hyopneumoniae Corynebacterium spp.
20 Ganglio mediastinico M. hyopneumoniae Corynebacterium spp.
25 Lobulo craneal izquierdo | M. hyopneumoniae P. multocida
(Porcidn caudal)
26 Lébulo craneal izquierdo | M. hyopneumoniaey M. | P. multocida
(Porcién caudal) flocculare
29 Lébulo craneal derecho | M. hyopneumoniaey M. | P. multocida
hyorhinis
31 Lobulo craneal derecho | M. hyopneumoniae E. coli
35 Lébulo craneal izquierdo |No identificado E. coli
(Porcion caudal) ‘
36 Ganglio mediastinico M. hyopneumoniae, M. P. multocida
hyorhinisy M. hyosyno-
viae
37 Lobulo craneal derecho | M. hyopneumoniae P. multocida
51 Lobulo craneal derecho | M. hyosynoviae P. multocida
54 Lobulo craneal izquierdo | M. flocculare E. coli
(Porcién caudal)
59 Lébulo craneal izquierdo | M. hyopneumoniae, M. P. multocida
(Porcion caudal) hyorhinisy M. flocculare
TABLAII
Relacion entre los aislamientos de M. hyopneumoniae y otras bacterias con las lesiones histo-
patologicas.
| Muestras Aislamientos Tipos de lesiones
25-2 M. hyopneumoniae y P. multocida Hiperplasia linfoide nodular del BALT,
57.5 M. hyopneumoniae bron.qlmtls catarras, bronquiolitis y al-
veolitis (+++).
46-2 M. hyopneumoniae Hiperpl. linf. nodular del BALT (+++)
5-2 M. hyopneumoniae y Corynebacte- Bronquitis catarral, bronquiolitis, al-
rium spp. veolitis y bronconeumonia purulenta
37-1 M. hyopneumoniae y P. multocida A
15-2 M. hyopneumoniae Bronquitis catarral, bronquiolitis y al-
58-2 M. hyopneumoniae, )
1-2 M. hyopneumoniae
2-3 M. hyopneumoniae Infiltrado difuso de linfocitos y cel.
29-1 M. hyopneumoniae y P. multocida J——
62-1 M. hyopneumoniae
70-3 M. hyopneumoniae
7-4 M. hyopneumoniae y Corynebacte- Linfoadenitis inespecifica.
rium spp.
20-4 M. hyopneumoniae y Corynebacte-

1:Lobulo craneal der. 2:L.6bulo medio der. 2:Ldbulo craneal iz. 3:Lébulo caudal der. 4:ganglio medis.
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pondian a M. hyopneumoniae y M.
hyorhiris la llevamos a cabo previo es-
tudio de sus caracteristicas culturales
y bioquimicas. De esta forma, aquellos
aislamientos que presentaron un cre-
cimiento rapido (24-48 horas), tanto en
medio liquido como en sélido, con for-
macion de colonias tipicas, fermenta-
cion de la glucosa en medio SP-4 y
positividad en la identificacion serolé-
gica frente a los antisueros de M.
hyopneumoniae y M. hyorhinis, se
agruparon como M. hyorhinis ya que
M. hyopneumoniae se caracteriza por
poseer un crecimiento lento (mas de
96 horas), con formacién en los me-
dios sélidos de colonias granulares sin
centro, y cuyo tamano maximo de 0.5
mm de diametro sélo se consigue des-
pues de 10 dias de incubacién (4).

Con respecto a nuestros resultados,
hemos conseguido un total de 70 ais-
lamientos de micoplasmas a partir de
ciento cincuenta localizaciones pul-
monares (46.6%), de los cuales, mas
de la mitad corresponden a M. hyop-
neumoniae (53.3%), resultado muy
parecido al obtenido por Bolske y cols.
en 1982 (54%), y ligeramente superior
a los datos aportados por Meyling en
1971 (40%), Friis en 1971 (38%), Gois
y cols. en 1975 (49%) y MacPherson y
Hodges en 1985 (30%).

Por otra parte, 12 de estos pulmo-
nes presentaban lesiones microscoépi-
cas tipicas de neumonia enzodtica
porcina, desde las clasificadas como
(++) por Livingston y cols. en 1972, en
base a la presencia de bronquitis ca-
tarral, bronquiolitis y alveolitis, pasan-
do por (+++), en la que se observa una
hiperplasia nodular del tejido linfoide
asociado a bronquios junto a una al-
veolitis. No obstante, junto a estas le-
siones tipicas de neumonia enzodtica
porcina, hemos encontrado en algu-
NOS casos una bronconeumonia puru-

lenta como es el caso de la muestra
5-2 (Tabla il).

M. hyopneumoniae puede persistir
en ganglios linfaticos en una primera
fase de la infeccidn, cuando todavia no
se ha instaurado la inmunidad humo-
ral, debido a que los micoplasmas pa-
tégenos no pueden ser fagocitados si
previamente no hay una opsonizacion
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NOTICIAS - NOTICIAS - NOTICIAS - NOTICIAS

PRIMER ANO DE EXITO EN EUROPA
PARA CLINACOX

Solo doce meses después de su lan-
zamiento europeo, Clinacox —el nue-
vo anticoccididsico de Janssen
Pharmaceutica— distribuido en Espa-

fia por Esteve Veterinaria, ha alcanza- |

do una participacion del 16 % dentro

del mercado de anticoccididsicos para
pollos de carne.

Clinacox ha obtenido Ia aceptacion
del mercado europeo muy rapidamen-
te, con la mayoria de productores de po-
llos utilizando Clinacox en sus progra-
mas shuttle.

Med. Vet. Vol. 10 n2 6 1993

344

En la actualidad, mas de 50 paises
en todo el mundo utilizan Clinacox y en
algunos paises de la Europa del Este,
incluyendo Checoslovaquia, Bulgaria,
Polonia y Rumania, se prevee el lanza-

miento del producto en los proximos
meses.

La introduccién de Clinacox ha brin-
dado a los productores de pollos de car-
ne la oportunidad de romper con los
programas anticoccididsicos tradicio-
nales y ha conducido, en muchos pai-
§es, a una importante disminucion de
la presién ejercida por la coccidiosis.

También en el Reino Unido se ha ve-
nido utilizando Clinacox en programas

shuttle, principalmente, habiéndose in-
formado de mejoras significativas en
los indices de conversion.

Este éxito en el control de la cocci-
diosis puede, naturalmente, mantener-
se en el futuro mediante la utilizacién
controlada y planificada de Clinacox.

A la larga, los productores avicolas
deben intentar obtener un mayor equi-
librio entre el uso de anticoccididsicos
ionoforos y de sintesis.

Laboratorios Dr. Esteve, S.A.
Esteve Veterinaria

Av. Mare de Déu de Montserrat, 221

- '08026 Barcelona.

Aislamiento de Mycoplasma hyopneumoniae



