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ABSTRACT

HISTOLOGICAL, IMMUNOHISTOCHEMICAL AND ULTRASTRUCTURAL
CHARACTERIZATION OF CAPRINE AND PORCINE LUNG LESIONS
NATURALLY AND EXPERIMENTALLY INDUCED BY MYCOPLASMAS

M. agalactiae represents the main causal agent of caprine contagious agalactia, one of the
main disease that affect the caprine production with a world-wide distribution. In the
Canary Islands it has been described important losses caused by M. agalactiae. M. bovis is
closely related to M. agalactiae being a primary pathogen for cattle associated with
pneumonia, mamitis and arthritis. The agent has also been isolated from cases of mamitis
and pneumonia in goats. The porcine enzootic pneumonia, primarily caused by M.
hyopneumoniae, has been described in all areas of pig production being characterized the
process by its high morbidity and the low mortality appearing in intensive production
systems.

A common finding of the infections of respiratory tract is the persistence of the
organisms in the mucosal surface. This has been suggested to contribute to the formation
of lymphoid accumulations observed in the lung of mice, rats, hamsters, calves and pigs
infected by mycoplasma. This immune response has been demonstrated to have an
important B-lymphocyte participation so the humoral response should play an important

role during the infection.

In this work it has been analyzed the pathogenicity of M. agalactiae and bovis in
experimentally infected goats and pigs infected naturally by M. hyopneumoniae. Secondly it
has been carried out an immunohistochemical study to determine the cellular populations

present in the airways and pulmonary parenchyma and in special in the bronchus-



associated lymphoid tissue in animals infected by these species of mycoplasmas. It was

used polyclonal and monoclonal antibodies for the detection of antigens of mycoplasmas,
T Ilymphocytes (CD3*, CD4+ and CD8+*), B Ilymphocytes, TcRg/d lymphocytes,
macrophages, dendritic cells, neutrophils and B lymphocytes IgG+ and IgA+*. Finally, it

was analyzed the ultrastructural changes of the respiratory tract.

The pulmonar findings associated to the experimental infection by M. agalactiae and
M. bovis in goats were characterized by bronchointerstitial pneumonia, being the
hyperplasia of the bronchus-associated lymphoid tissue the most significant histological
change. The vaccination by the parenteral via with antigens of these mycoplasma species
was not able to diminished the development of the respiratory lesions. The bronchus-
associated lymphoid tissue showed in the goats and pigs infected by mycoplasmas, a high
structural and cellular organization with macrophages and B lymphocytes present mainly
in the germinal centers and T lymphocytes in perifollicular areas. The participant cellular
populations in the hyperplasia of the bronchus-associated lymphoid tissue in animals
infected with these mycoplasma species were represented by macrophages and antigen
presenting cells, T lymphocytes and B lymphocytes constituting the CD4+ subset the
predominant element within the cellular immunity during these infections. The humoral
immunity, represented by the increase of 1gG and IgA lymphocytes in the bronchus-
associated lymphoid tissue, bronchiolar wall and alveolar septa also seems to play an
important role in the mechanisms of activation of the phagocitosis and clearance of

mycoplasmas from the respiratory tract.
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Introduccion 6

La cabafia caprina constituye la especie mas representativa de la ganaderia de las Islas
Canarias, presentando una implantacion muy relevante en todas las islas del archipiélago.
Los animales pertenecientes a la Agrupacion Caprina Canaria son producidos para la
obtencidn de carne, leche y sus derivados, muy especialmente los caracteristicos quesos de

diferentes localidades de las islas con propiedades organolépticas especificas.

Los micoplasmas son organismos caracterizados morfoldgicamente por la falta de
pared celular y por su capacidad de adhesion a las superficies mucosas de los tractos

respiratorio, mamario y urogenital, donde desarrollan su poder patégeno.

Las micoplasmosis son los tipicos ejemplos de enfermedades multifactoriales, en
las que factores tales como la existencia de infecciones intercurrentes, la constitucion
genética del individuo, el manejo, las condiciones climaticas y la edad entre otras, juegan
un papel determinante en el inicio y desarrollo de la enfermedad. El poder patdgeno de
las diferentes especies de micoplasmas es muy variable, pudiéndose distinguir entre
micoplasmas responsables de producir entidades patologicas calificadas como
micoplasmosis mayores, como la Pleuroneumonia Contagiosa Caprina (PNCC) causada
por Mycoplasma (M.) capricolum subespecie (subsp.) capripneumoniae, micoplasmosis

oportunistas y micoplasmosis saprofiticas.

La dificultad que presentan algunos micoplasmas patdgenos para su aislamiento e
identificacion, los distintos cuadros clinicos y lesionales facilmente atribuibles a otros
microorganismos, y la falta de un conocimiento profundo del mecanismo patogénico de
las infecciones por micoplasmas, hacen suponer que la incidencia de estas micoplasmosis

del ganado caprino sea mucho mayor que la referenciada en la bibliografia. Las

Javier E. Sarradell.



Introduccion 7

infecciones por micoplasmas en el ganado caprino son responsables de importantes
pérdidas econdmicas en paises del continente Africano, paises Europeos del area

Mediterranea, Estados Unidos y la India.

Durante la 62¢ Asamblea General de la Oficina Internacional de Epizootias (OIE)
celebrada en Paris del 16 al 20 de Mayo de 1994 se analiz6 el impacto socioeconémico de
las infecciones por micoplasmas en el ganado bovino, ovino y caprino, considerandose
éste muy importante a nivel mundial. En particular, se considerd que enfermedades como
la pleuroneumonia contagiosa bovina, la pleuroneumonia contagiosa caprina y la agalaxia
de los pequerios rumiantes debian estudiarse con especial interés, asi como controlarse de
una manera eficaz mediante sistemas de diagnostico y vigilancia epidemioldgica
apropiados. En el afio 1991 se constituyd un grupo de investigacion en la Facultad de
Veterinaria de la Universidad de Las Palmas de Gran Canaria, en colaboracién con otras
Facultades y centros de investigacion nacionales y extranjeros. Esta colaboracion se ha
concretado en una accion COST (Contagious Bovine, Ovine and Caprine Mycoplasmosis:

Control, Diagnostic and Prevention) a nivel europeo.

Por otra parte, en mi caso particular provengo de un grupo que comenz0 a trabajar
desde 1992 en la Catedra de Patologia General, Anatomia y Anatomia Patologicas de la
Universidad Nacional de Rosario-Argentina en una linea de investigacion de patologias
respiratorias, y su impacto en la produccion en cerdos criados en sistemas al aire libre
(semi-intensivos o intensivos a campo). El analisis de los diferentes pardmetros que
participan en el desarrollo de procesos neuménicos en el ganado porcino permitio sentar

las bases para la formacion de postgrado de los integrantes del grupo.

Javier E. Sarradell.



Introduccion 8

En el presente estudio incluimos dos especies de micoplasmas descritas con
capacidad patogena de distinta intensidad para el aparato respiratorio del ganado caprino:

M. agalactiae y M. bovis.

M. agalactiae representa el principal agente causal de la Agalaxia Contagiosa Caprina
(ACC), una de las principales patologias que afecta la produccion del sector a nivel
mundial y muy especialmente en el area Mediterranea donde es endémica. En todas las
islas del archipiélago canario se han descrito importantes pérdidas en el ganado caprino
causadas por M. agalactiae. M. hovis esta estrechamente relacionado con M. agalactiae siendo
un patégeno primario del ganado bovino a nivel mundial y asociado a neumonias, mastitis

y artritis en animales de todas las edades.

En relacién con el ganado porcino, varias enfermedades causan importantes
pérdidas economicas siendo las de origen respiratorio las de mayor incidencia. La
Neumonia Enzootica Porcina (NEP) es una enfermedad causada primariamente por M.
hyopneumoniag, agente de distribucion mundial, caracterizado por su alta morbilidad y baja
mortalidad presentandose principalmente en sistemas de produccién intensivos. En las
Islas Canarias el sector porcino se encuentra en continua expansion siendo el censo de
animales sacrificados de 137.000 al afio en la totalidad de las islas si bien ain es necesaria
la importacion de carne refrigerada o congelada asi como animales de reposicion en las
granjas. En estudios previos realizados por nuestro grupo determinamos que el 95% de
las granjas evaluadas (36 granjas) presentaron enfermedades respiratorias de las que en
matadero el 53% de los animales mostraban lesiones de NEP primariamente imputable a

M. hyopneumoniae.

Javier E. Sarradell.



Introduccion 9

Como denominadores comunes de éstas enfermedades estan su dificil diagnostico
y por tanto, la falta de datos epidemiologicos, su persistencia y dificil erradicacion, su poca
0 escasa respuesta a los tratamientos antibioticos, la falta de vacunas comerciales efectivas

y la alta tasa de morbilidad dando lugar a graves pérdidas economicas.

En los Gltimos afios se han desarrollado anticuerpos mono y policlonales dirigidos
frente a diferentes antigenos (Ags) celulares, mediadores quimicos y poblaciones
linfocitarias. La utilizacion de estos reactivos para la deteccion de Ags en tejidos fijados se
esta aplicando actualmente en enfermedades infecciosas y no infecciosas en Medicina
Humana y Animal. Esta metodologia proporciona una herramienta muy valiosa en el
estudio los mecanismos inmuno-inflamatorios locales en diferentes entidades nosoldgicas.
En nuestro caso particular, establecimos como hipotesis de trabajo que el conocimiento
de las poblaciones celulares de la respuesta inflamatoria e inmunoldgica presentes en el
tejido pulmonar infectado por micoplasmas, nos permitiria por una parte, profundizar en
el conocimiento de la patogenia de las micoplasmosis respiratorias y por otro, nos
proporcionaria elementos sobre los que se pueda incidir en los programas de

inmunoprofilaxis y control de estas enfermedades.
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Basandose en estos antecedentes, se establecio los siguientes objetivos del presente

trabajo:

1. Estudio de la patogenia de M. agalactiae y M. bovis en el aparato respiratorio del ganado

caprino infectado experimentalmente.

2. Andlisis de la respuesta inmunoinflamatoria local en el aparato respiratorio caprino y
porcino infectado con micoplasmas y su participacion en el desarrollo de las lesiones

pulmonares observadas.

3. Analisis de los cambios lesionales y de las células participantes en la respuesta inmune
presentes en el tejido pulmonar de animales vacunados con M. agalactiae 0 M. bovis

antes de la infeccion experimental.

Javier E. Sarradell.
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1. Micoplasmas

Micoplasma es la denominacion de un grupo de microorganismos que difieren de las
bacterias por no poseer pared celular y que se encuentran incluidos dentro de la clase
Mollicutes, término derivado del Latin mollis = suave o fino y cutes = piel, que significa “piel

blanda o suave” (Nicolet, 1996).

Las bases del sistema de clasificacion y nomenclatura actual de estos
microorganismos asientan en la propuesta de Edward y Freundt (1956) incluyéndolos en
un dnico orden, Mycoplasmatales, con una Unica familia, Mycoplasmataceae, y un anico género,
Mycoplasma. A medida que se descubrian nuevos micoplasmas, la taxonomia fue
evolucionando. En la seccion 10 del “Bergey’s Manual of Systematic Bacteriology”, 92
edicion” (Razin y Freundt, 1984), encontramos la Division Tenericutes. Esta division
incluye una Unica clase, la clase | Mollicutes, con el orden Mycoplasmatales, que contiene las
familias Mycoplasmataceae (con los géneros Mycoplasma y Ureaplasma), Acholeplasmataceae (con
el género Acholeplasma) y Spiroplasmataceae (con el género Spiroplasma). La subdivision en
familias esta basada en el habitat, los requerimientos de esteroles para crecer, el tamafio

del genoma y la tolerancia al oxigeno.

1.1. Caracteristicas generales

Los micoplasmas son procariotas envueltos por una membrana plasmatica trilaminar con
proteinas y una alta proporcion de lipidos, siendo incapaces de sintetizar peptidoglucanos

lo que hace imposible que produzcan una pared celular (Topley y Wilson's, 1990). Esta
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caracteristica los hace muy pleomorficos con formas esféricas, cocoides, filamentosas o

filamentosas helicoidales.

Poseen un didmetro medio de 300 a 800 nandmetros (hnm), pudiendo atravesar
filtros entre 220 y 450 nm. No poseen flagelos ni microvellosidades, pero algunas especies
como M. pneumoniag, M. pulmonis, M. genitalium y M. gallisepticum poseen movilidad, el
mecanismo de la cual permanece todavia desconocido (Korolev y cols., 1994). Los
micoplasmas son Gram (), se colorean mal con otras técnicas rutinarias de tincion de
bacterias, pero si en cambio con el Giemsa. ElI genoma de los micoplasmas es de 500 -
1000 Mdaltons, con un porcentaje de guanina+citosina relativamente bajo (23-46%)
(Tully, 1992). Resisten la penicilina y la lisozima y son sensibles a la lisis por shock
osmotico, detergentes, alcoholes y anticuerpos especificos fijadores del complemento

(Topley y Wilson's, 1990).

Estos microorganismos son capaces de multiplicarse en medios celulares,
necesitando cultivos enriquecidos con colesterol, procedente de suero de diferentes
especies animales, y precursores de &cidos nucleicos. Cuando se cultivan en medios
liquidos crecen produciendo un ligero enturbiamiento, siendo en los medios solidos
donde se aprecian caracteristicas culturales evidentes. Asi, las colonias que aparecen en los
mismos son pequefias, de 0,1 a 1 mm de diametro con tendencia a crecer y penetrar bajo
el medio, con la caracteristica apariencia de "huevo frito" en la mayoria de las especies

cuando se cultivan en condiciones normales.

Ademas de las pruebas bioquimicas, los mejores métodos para la identificacion de

los micoplasmas son la inhibicion de crecimiento y la inhibicion del metabolismo, asi
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como la utilizacion de la técnica de inmunofluorescencia directa o indirecta sobre colonias
utilizando sueros especificos anti-micoplasmas (Picavet, 1991). En los ultimos afios se
han desarrollado técnicas diagnosticas basadas en el empleo de anticuerpos monoclonales
(Guerin y cols., 1993; Belton y cols., 1994; Thiaucourt y cols., 1994; Adegboye y
cols., 1995a; Rodriguez y cols., 1996a; Ball y cols., 1997) y basadas en técnicas de
biologia molecular (Brandao y cols., 1994; Dedieu y cols., 1992 y 1994a,b; Hotzel y

cols., 1994; Johansson y cols., 1994; Nicholas y cols., 1994; Kwon y Chae, 1999).

Mediante microscopia electronica se observa una membrana celular trilaminar,
caracteristica de todos los miembros de la clase Mollicutes, de 7.5 - 10 nm de grosor y una
ldamina intermedia menos electrodensa que la interna y externa. Periféricamente, no
poseen pared rigida pero si se ha demostrado en ciertos micoplasmas la presencia de una
envuelta compuesta por hidratos de carbono y glucolipidos de gran importancia en los
mecanismos patogenicos de estos microorganismos (Topley y Wilson's, 1990). El
interior de los micoplasmas esta constituido por un citoplasma poco denso, con
ribosomas y material nuclear fibrilar muy manifiesto en algunas especies. La replicacién
del genoma en los micoplasmas ocurre como en otros procariotas, aunque se multiplican

de una forma mas lenta que el resto de las bacterias (Taylor-Robinson, 1989).

1.2. Ultraestructura

Los micoplasmas son los microorganismos mas pequefios capaces de replicarse en medios
de cultivo exentos de células y poseen solo aquellos organulos y rutas metabdlicas

indispensables para su crecimiento y replicacion. Asi, su estructura se reduce a:
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membrana plasmatica

molécula bicatenaria circular de Acido desoxirribonucleico (ADN)
moléculas de Acido ribonucleico (ARN)

ribosomas

granulos citoplasmaticos

Los micoplasmas no presentan organulos subcelulares organizados, como
mitocondrias, ni tampoco membranas intracitoplasmicas por lo que los mollicutes
presentan solamente un tipo de membrana. La membrana plasmatica presenta un perfil
trilaminar y estd compuesta por dos tercios de proteinas y un tercio de lipidos. A
diferencia de las membranas bacterianas, la membrana de los mollicutes contiene
colesterol y carece de Aacido diaminopimélico. Es estructuralmente similar a las
membranas celulares de las células eucariotas y es lo unico que separa al citoplasma del
medio ambiente (Razin, 1969; Rosendal, 1988). En su mayoria encontraremos
fosfolipidos y glucolipidos, que junto a las proteinas constituyen los determinantes
antigénicos méas importantes. Al no tener pared, necesitan vivir en un entorno de elevada
presiobn osmotica para permitir la isotonia con respecto el medio interior (Howard y

Gourlay, 1978; Kenny, 1979; Razin, 1979).

El tamafio del genoma en la mayoria de las especies de micoplasmas es de
aproximadamente 5x108 Daltons (Tully, 1992), lo que supone aproximadamente un
cuarto del valor medio de la mayoria de las bacterias comunes. Este bajo numero de genes
se corresponde con la cantidad de proteinas que pueden sintetizar (en torno a 400) y en

consecuencia, también lo estd con su capacidad metabolica y actividad enzimatica. De ahi
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viene su modo de vida como parasito (Stanbridge y Reff, 1979; Razin y Freundt, 1984;

Tully, 1992; Rapapport y Levinshon, 1993).

En algunos micoplasmas se ha observado un organulo polar en forma de huso o
ampolla, desarrollado alrededor de un bastoncillo estriado y que parece corresponder a un
mecanismo de virulencia para el ataque celular, y quizas intervenga en la movilidad de
algunas especies (Bredt, 1979; Razin, 1978). Otra estructura especializada encontrada en
algunos micoplasmas bovinos y caprinos, es la conocida como fibra rho () (Rodwell y
cols., 1972) encontrada por toda la superficie celular, siendo su funcién desconocida.
Algunos micoplasmas poseen carbohidratos en forma de una cépsula extracelular, el
galactano en M. mycoides subsp. mycoides y un polimero de hexosamina en Acholeplasma
laidlawii, son los mas notables. En otras especies de mollicutes se ha evidenciado mediante
microscopia electronica, una capsula que normalmente se tifie de rojo rutenio, lo que
sugiere que se trata de un material que contiene carbohidratos. Se ha demostrado que esta
capsula es de gran importancia en los mecanismos patogénicos de estos microorganismos

(Taylor-Robinson, 1989; Topley y Wilson’s, 1990).

1.3. Variacién genética de los micoplasmas

El término “variacion genética” se define aqui como la habilidad de un organismo
unicelular de generar subpoblaciones que expresan una forma alternativa en sus
componentes de superficie los cuales son reconocidos y dstinguidos por anticuerpos

(Citti y cols., 1999).
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La existencia de sistemas de variacion genética en micoplasmas surgio durante el
estudio de las lipoproteinas de superficie de M. hyorhinis (Rosengarten y cols., 1990) y
radica en mutaciones espontaneas de genes que codifican las denominadas lipoproteinas
variables, posteriormente se han descrito variaciones genéticas en genes que codifican
proteinas de superficie en M. bovis, M. hominis, M. pulmonis y quizas en M. gallisepticum
(Lysnyansky y cols., 1996; Rosengarten y cols., 1990; Rosengarten y cols., 1994;
Athamna y cols., 1997). Esto indica que las diferentes estrategias mutacionales pueden
ser utilizadas por los micoplasmas para evadir las defensas del hospedador (M. bovis y M.
hyorhinis) o para producir las variaciones en la severidad de la lesion en las micoplasmosis
respiratorias (M. pulmonis) (Citti y cols., 1999). Por otra parte, estos hallazgos pueden
determinar variaciones en la virulencia de cultivos provenientes de diferentes laboratorios
y complicar la identificacion de los micoplasmas provenientes de casos clinicos
(Rosengarten y Yogev, 1996). Sin embargo, el hallazgo de las proteinas variables de
superficie puede brindar herramientas para estudios epidemioldgicos y nuevos ensayos

serodiagnasticos (Citti y cols., 1999)
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2. Micoplasmosis

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

puntuales de interespecificidad.

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

1989; DaMassa y cols., 1992).

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

celular de M. pneumoniae o de M. gallisepticum (Gourlay y Howard, 1982).

Las enfermedades causadas por micoplasmas pueden ser divididas, segun

Rosendal (1988), en:

1.- Enfermedades en las cuales la septicemia es la caracteristica predominante.
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2.- Enfermedades en las que existe una fase septicémica, seguida de localizacion e

inflamacion de las serosas y/o las articulaciones.

3.- Enfermedades localizadas en el tracto respiratorio, tracto genital, glandula mamaria o

conjuntiva.

Entre las enfermedades de este tercer grupo citaremos a continuacion algunas de

las mas frecuentes en relacion con el sistema o aparato afectado.

2.1. Enfermedades del aparato respiratorio

Aunque se han aislado muchos micoplasmas del aparato respiratorio del hombre y de los
animales, los intentos de reproducir la enfermedad han sido en muchos casos no
concluyentes. Esto parece deberse, fundamentalmente, a las dificultades que presenta el
pulmén para la reproduccion de enfermedades experimentales (Blood y cols., 1988). Un
hallazgo comin en las neumonias micoplasmicas es el incremento de las células
mononucleares en el pulmdn, como ejemplo M. pulmonis en ratones, M. bovis en bovinos,
M. gallisepticum en gallinas y M. hyopneumoniae en cerdos (Fernald, 1979; Howard y cols.,
1987). Esto conduce a la produccion de cumulos peribronquiolares y perivasculares de
este tipo de células, muchas de las cuales son, probablemente, capaces de sintetizar
anticuerpos (Cassell y cols., 1974; Gourlay y Howard, 1982; Howard y cols., 1987)

como parte de la respuesta inmune frente a la infeccion.

M. mycoides subespecie mycoides (biotipo “Small Colony”= colonias pequefias)

(MmmSC) causa la PNCB. Esta es la enfermedad mas grave causada por microorganismos
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del género Mycoplasma en bovinos. Se caracteriza por ser altamente contagiosa y cursa con

una pleuroneumonia fibrinosa mortal en muchos casos (Blood y cols., 1988).

M. mycoides subespecie mycoides (biotipo “Large Colony”= colonias grandes)
(MmmLC) causa Neumonias Broncointersticiales en caprinos. Las lesiones suelen ser
propias de una bronconeumonia, no en todos los casos se afecta la pleura.
Histoldgicamente las lesiones se caracterizan por una neumonia intersticial con
peribronquitis y dilatacion de los septos interlobulillares. También se describen casos de
neumonia fibrinosa y bronconeumonia catarropurulenta con una marcada congestion

septal (DaMassa y cols., 1983a; Rosendal, 1983).

M. ovipneumoniae se ha aislado tanto de lesiones neumonicas como de pulmones y
traguea de ovinos y caprinos sanos. Tradicionalmente, y junto a Pasteurella (P.) haemolytica
(recientemente recategorizada como Mannheimia haemolytica) biotipo A, se ha asociado a
una neumonia intersticial cronica o neumonia atipica de los corderos (Blood y cols.,
1988). La infeccion experimental en ovejas por via intravenosa o aerdgena, induce una
neumonia intersticial similar a la observada en los casos naturales (DaMassa y cols.,

1992; Mohan y Obwolo, 1990).

M. bovis es un agente causal importante de neumonias en bovinos de muchas partes
del mundo, histoldgicamente causa bronconeumonia supurativa con hiperplasia linfoide
peribronquiolar y focos de necrosis por coagulacion rodeados de macrofagos, células
plasmaticas y polimorfonucleares (PMN) neutrofilos (Dungworth, 1993; Adegboye y
cols., 1995b). También se ha aislado del tracto respiratorio de la cabra donde causa

neumonias (DaMassa y cols., 1992) y mamitis (Ojo e Ikede, 1976).
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M. agalactiae se ha asociado a casos de neumonia en animales de corta edad, seguido
de artritis y queratitis (Bergonier y cols., 1997). Histologicamente, las lesiones
encontradas fueron neumonias broncointersticiales de distinto grado de intensidad. Los
capilares septales mostraron congestion con exudacién serosa o serofibrinosa y
abundantes macrofagos alveolares. Las lesiones pleuroneumonicas solo han sido descritas

en algunos casos (Cottew, 1984).

M. hyopneumoniae es el agente etiolégico primario de la NEP (Maré y Switzer,
1966; Switzer, 1967). Esta es una enfermedad muy contagiosa que se manifiesta
clinicamente por signos respiratorios moderados y por una disminucion en el indice de
crecimiento y engorde. Histopatologicamente, la lesion se corresponde con una neumonia
broncointersticial crénica. M. hyorhinis también ha sido aislado de brotes neumonicos,
pero se considera un patdgeno secundario, que normalmente complica cuadros causados
por otros microorganismos. M. hyorhinis también ha sido asociado a cuadros de artritis y
poliserositis (Switzer, 1955; Gois y Kuksa, 1974). Este microorganismo es un habitante
frecuente de la cavidad nasal de cerdos sanos y enfermos, y es considerado como uno de

los micoplasmas que contaminan los cultivos celulares (Barile, 1981).

M. pneumoniae es el agente causal de la Neumonia Atipica Primaria en el hombre,
afectando principalmente a nifios y jovenes. Las lesiones, normalmente nodulares, afectan
a uno de los lobulos inferiores, en los que histolégicamente se describe una neumonia

intersticial junto a una bronquitis descamativa y una bronquiolitis (Razin y Barile, 1985).
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2.2. Enfermedades de las articulaciones

Se considera que las lesiones en las articulaciones se producen tras procesos septicemicos
por especies de micoplasmas con tropismo articular. Algunos ejemplos son los

producidos por:

M. bovis, que desarrolla una poliartritis preferentemente en terneros; M. hyosynoviae,
agente causal de una artritis no purulenta en cerdos en crecimiento; M. hyorhinis, que
produce artritis y poliserositis principalmente en lechones; M. agalactiae, M. capricolum
subsp. capricolum (Mcc) y M. putrefaciens los cuales se localizan frecuentemente en
articulaciones produciendo poliartritis en cabritos. MmmSC puede causar artritis, con o sin
lesiones pulmonares, en terneros de edad inferior a las seis semanas (DaMassa y

cols.,1987b; Blood y cols., 1988; DaMassa y cols., 1992; Rodriguez y cols., 1994).

2.3. Enfermedades del aparato genital y glandula mamaria

M. bovis, es el agente causal mas frecuente de mamitis micoplasmica en ganado vacuno,
siendo necesarios muy pocos microorganismos para reproducir experimentalmente una
mamitis de curso rapido. Ademas, puede causar vulvovaginitis, endometritis y salpingitis
en bovinos, ovinos y caprinos (DaMassa y cols., 1992). También ha sido aislado en

casos de mamitis en ganado caprino (Ojo e Ikede, 1976; Egwu y cols., 2001).

M. agalactiae produce mamitis en cabras y ovejas con una alta morbilidad y baja
mortalidad. La enfermedad producida por este microorganismo se ha denominado
tradicionalmente "Agalaxia contagiosa de caprinos y ovinos" (DaMassa cols., 1992). La

enfermedad ha sido reproducida experimentalmente induciendo una mamitis aguda que
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puede dar lugar a una corta y transitoria micoplasmemia, causando con frecuencia
poliartritis y queratoconjuntivitis, siendo mas raras las lesiones pulmonares (Rosendal,
1988; DaMassa Yy cols., 1992). Recientemente se ha descrito un brote de ACC causado
por M. agalactiae, constituyendo ésta la primera referencia de infeccion por este

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

M. putrefaciens se ha asociado a mamitis en caprino en California y Francia (Adler y
cols., 1980; Gaillard-Perrin y cols., 1985). La enfermedad se caracteriza por una elevada
leucocitosis en leche seguida de un subito descenso de la produccion, sin existencia de
otros signos clinicos. Unos pocos microorganismos inoculados por via intracanalicular
producen una mamitis purulenta en animales en lactacion (Brooks y cols., 1981). En
California se observo un brote de mamitis y poliartritis fibrinopurulenta por este
micoplasma (DaMassa y cols., 1987a). También se ha descrito un caso de poliartritis en
cabritos asociado con M. putrefaciens en la isla de Gran Canaria sin la presencia de mamitis

clinica en las madres (Rodriguez y cols., 1994).

2.4. Enfermedades del globo ocular
En este grupo de enfermedades las micoplasmosis més frecuentes son las producidas por:

M. bovoculi, que ha sido asociado con brotes de queratoconjuntivitis en bovinos,
ovinos y caprinos; M. agalactiae, que también puede producir queratoconjuntivitis en el
ganado caprino y ovino; M. conjunctivae, el cual ha sido aislado de forma Unica o asociado
con otros microorganismos en queratoconjuntivitis ovinas y caprinas (Egwu, 1992). Las

lesiones observadas en la enfermedad natural han podido ser reproducidas
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experimentalmente al inyectar subconjuntivalmente este microorganismo (Blood y cols.,

1988; DaMassa y cols., 1992).

3. Mecanismos patogénicos de las micoplasmosis respiratorias

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

infecciones asintomaticas:

- Micoplasmas de poder patdgeno indiscutible, responsables de lo que se conoce
como micoplasmosis mayores. Entre otras, la PNCB, PNCC clésica y el denominado
"Sindrome de Agalaxia Contagiosa” de los pequefios rumiantes, las cuales se han

reproducido en condiciones experimentales.

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

neumonias y mamitis en rumiantes.

- Micoplasmas saprofitos, huéspedes naturales del organismo, principalmente de

las mucosas del tracto respiratorio y urogenital de numerosas especies animales.

En general, los factores patogeénicos de los micoplasmas residen, entre otros
menos conocidos, en su especificidad por el hospedador, en factores toxicos, en su
capacidad de activar el complemento, en su capacidad de activar los factores de la
coagulacion, y en su capacidad de modificar la respuesta inmune (Gourlay y Howard,

1982).
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Segun Gourlay y Howard (1982), la patogenia de las micoplasmosis respiratorias

se puede dividir en las siguientes etapas:

- Exposicién

- Unién o adhesién de los micoplasmas a la superficie epitelial
- Produccion de toxinas

- Interaccién con el sistema defensivo primario (macréfagos y neutrdéfilos) y con el

sistema inmune (celular y humoral) del hospedador

- Induccion de factores que esquivan la respuesta del organismo como son la sintesis de

capsulas, la inmunosupresion y la produccion o adquisicion de Ags del hospedador
- Induccidn de una respuesta inmune especifica

Con todo, el desarrollo o no de la enfermedad dependerd, en primer lugar, del
micoplasma implicado y en segundo lugar, de la especie animal afectada asi como del

estado del animal en el momento de la exposicion.

3.1. Factores dependientes de los micoplasmas
3.1.1. Exposicién o contacto con el epitelio respiratorio

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

Howard, 1982).
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Algunos micoplasmas patogenos del tracto respiratorio tienen la capacidad de ser
moviles, por lo que pueden modificar su estructura citoplasmatica y dirigirse hacia las
células epiteliales blanco de la mucosa respiratoria, a las que se adhieren. Otro factor que
también ha sido indicado, es el tamafio de los micoplasmas, el cual favorece su
penetracién a través de la capa de mucus que recubre toda la superficie del epitelio

respiratorio (Gourlay y Howard, 1982).

3.1.2. Uniodn de los micoplasmas a las células epiteliales

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

micoplasmas respiratorios patdgenos y apatdgenos (Gourlay y Howard, 1982).

La capacidad de los micoplasmas para adherirse a las células eucariotas es la
propiedad patdégena mejor estudiada de los microorganismos respiratorios (Rosendal,
1988). Algunos micoplasmas como M. pneumoniae y M. gallisepticum poseen una proteina de
adhesion en su superficie mediante la cual se unen a la membrana celular de la célula
huésped. La proteina especifica ha sido identificada como la Proteina P1, y ha podido ser
bloqueada mediante anticuerpos especificos, evitdndose asi el fenomeno de la adhesion.
Los pases por medios de cultivo pueden provocar la pérdida de la capacidad de adhesion,
disminuyendo de esta forma el poder patdgeno de este microorganismo (Taylor-

Robinson y cols., 1981; Brunner y cols., 1985).
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Igualmente, se han descrito sustancias fabricadas por ciertos micoplasmas que
permiten la adhesién a receptores de las células blanco (Gourlay y Howard, 1982;
Topley y Wilson's, 1990). En este sentido, otro indicador patogénico de los
micoplasmas es su capacidad de hemadsorcion, la cual ha sido observada en 12 de los 28
micoplasmas patdgenos descritos por Topley y Wilson's (1990), mientras que solamente

13 de las 49 especies no patdgenas presentan esta propiedad.

3.1.3. Capacidad de produccion de toxinas

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

Howard, 1982).

La intima asociacion entre los micoplasmas y las células hospedadoras permite el
intercambio de sustancias, de ahi que cualquier sustancia toxica producida por este
microorganismo pueda causar un efecto citopatico directo sobre la célula epitelial. En este
sentido, el uUnico caso completamente demostrado es la neurotoxina producida por M.
neuroliticum. Este micoplasma produce una proteina de 200 kdaltons que induce la muerte
de los ratones infectados a las pocas horas de su inoculacion intravenosa. También se han
considerado como sustancias toxicas, ciertos productos finales del metabolismo de los

micoplasmas (Gourlay y Howard, 1982).

Son ejemplos la toxina presente en la capsula del MmmSC denominada galactano,
que contiene principalmente galactofuranosa, e induce efectos tdxicos al inocularla a

embriones de pollo, asi como edema y microtrombosis pulmonar en vaca, oveja y cabra,
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jugando un papel importante en la prolongacion de la micoplasmemia en el ganado

vacuno (Lloyd y cols., 1971).

La cilioestasis es uno de los efectos toxicos méas graves producidos por los
micoplasmas. Un gran nimero de especies patdgenas del aparato respiratorio posee dicho
efecto perjudicial, habiéndose observado pérdida de cilios y cambios citopaticos en células
de tradquea cultivadas. Inicialmente se pensd que los micoplasmas tenian que ser
metabdlicamente activos para producir cilioestasis; sin embargo, se ha demostrado que los
aislados de membrana producen el mismo efecto que los microorganismos completos

(Carsony cols., 1979; Kahane, 1984).

Con M. pneumoniae se han realizado experimentos en hamsters, observandose
cambios citotoxicos del epitelio traqueal por la peroxidacion de los lipidos de la
membrana citoplasmatica. Este micoplasma induce la produccién de aniones superéxido
que inactivan la catalasa epitelial, permitiendo asi la actividad oxidativa del peroxido de

hidrogeno (Kahane, 1984).

Otros micoplasmas como MmmLC producen en las infecciones en caprino un
efecto citopatico endotelial, pero su mecanismo patogénico estd aun por dilucidar

(Valdivieso-Garcia y cols., 1982; Rosendal, 1984 a y b).

3.1.4. Presencia de capsula

Los micoplasmas carecen de pared celular, pero un gran nimero de especies patogenas
presentan un material extracelular que rodea a la membrana citoplasmatica. Esta

estructura a modo de microcapsula se tifie con el rojo rutenio que podria jugar un papel
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importante en la virulencia de estos micoplasmas. Parte de este material extracelular es
una proteina inhibidora de la fagocitosis como ocurre en las infecciones por M. pulmonis

(Howard y Gourlay, 1974).

3.1.5. Adquisicién o sintesis de antigenos comunes a los del hospedador

Los micoplasmas pueden presentar Ags comunes a las células del hospedador (por un
fendomeno de adsorcion de material de la superficie celular o por sintesis del mismo).
Mediante este mecanismo, el micoplasma puede eludir la respuesta inmune,
representando un fenémeno realmente novedoso en la patogenia de la enfermedad. Estos
Ags han sido observados en la estructura de M. hyorhinis, MmmSC y M. pneumoniae. De esta
forma, parte de la composicion del galactano encontrado en el MmmSC presenta similitud
antigénica con ciertas proteinas del pulmén bovino y por otro lado, algunas proteinas de
M. pneumoniae muestran una composicion antigénica similar a la de algunas proteinas del

pulmon y del cerebro humano (Gourlay y Howard, 1982).

Este hecho ha conducido a demostrar que tras la inoculacion de MmmSC en
bovinos inmunodeprimidos, se produce una mayor diseminacion del micoplasma en el
pulmon, pero las lesiones resultaron menos intensas que en el caso de animales con un
sistema inmunoldgico normal. Esto puede indicar que los fendmenos de necrosis
observados durante la infeccion pulmonar por MmmSC pudieran deberse a una reaccion

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

Javier E. Sarradell



Revision Bibliografica 30

3.2. Factores dependientes del hospedador

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

1982).

La capacidad de digestion de los micoplasmas por parte de los macrofagos y los
neutrofilos también es menor que para el resto de las bacterias. Esto se debe a que la
membrana de los micoplasmas es muy rica en lipidos, lo que impide una digestion
efectiva. Por esta razon, parte de la membrana de los micoplasmas que no ha sido digerida
puede ser expulsada al exterior de los neutréfilos y macrdfagos junto a enzimas
hidroliticas, lo que provoca una digestion heterolitica del tejido pulmonar adyacente

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

3.2.1. Interaccion con el sistema del complemento

La activacion del sistema del complemento puede inducir la lisis del micoplasma a través
de la cascada del complemento sobre la membrana del mismo (Rosendal, 1984 a y b).
MmmLC puede activar la via clasica del complemento en ausencia de anticuerpos
detectables, lo que provoca la liberacion de las anafilotoxinas C3a y Cba, mediadores

quimicos inflamatorios, que actuan simultaneamente como activadores de la coagulacién.
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Todos estos fendmenos pueden afectar directa o indirectamente a las células blanco,
"células inocentes” a las que esta adherido el micoplasma (Rosendal, 1984 a). El
conjunto de la activacion de estos factores parece establecer el inicio del proceso

inflamatorio a nivel pulmonar en la enfermedad natural (Larseny cols., 1980).

3.2.2. Activacién del sistema de coagulacion

MmmLC es capaz, en la fase septicémica de la enfermedad, de activar el sistema de la
coagulacion. En este caso se piensa que la activacion del sistema de coagulacion se debe
al dafio producido por el micoplasma sobre las células endoteliales de forma directa, lo
que ha sido demostrado en estudios “in vitro” sobre cultivos de aorta caprina. Este dafio
endotelial expone el coldgeno subendotelial al contacto con los factores de la coagulacion,

activandose entonces la via intrinseca de este sistema (Rosendal, 1984 a y b).

3.2.3. Actividad inmunosupresora

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

(Caruso y Ross, 1990; Asai y cols., 1996; Maes y cols., 1996).
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3.2.4. Mitogénesis no especifica de linfocitos

Existen varias especies de micoplasmas con capacidad de estimular, de forma inespecifica,
la division de linfocitos en detrimento de una correcta respuesta especifica por parte del
organismo. La actividad mitogénica puede variar dentro de una misma especie, lo que
sugiere una posible correlacién entre mitogenicidad y patogenicidad. En relacién con este
fendmeno se ha observado que extractos de membrana de M. pulmonis inoculados por via
intranasal, producen traqueitis y neumonia intersticial con infiltracion de linfocitos a nivel

perivascular y peribronquial (Gourlay, 1981).

3.2.5. Desarrollo de una respuesta inmune especifica

La naturaleza y la composicién antigénica de los micoplasmas es compleja y esta aln

sometida a discusion. En 1987 Erno establecio dos grupos de Ags:

a) Ags de superficie, que determinan la especificidad de especie, y que son detectados
mediante la prueba de la inhibicion del crecimiento, inhibicion del metabolismo e

inmunofluorescencia.

b) Ags internos o citoplasmaticos, mas o menos comunes a grupos de micoplasmas
emparentados, como los que constituyen el grupo M. mycoides, y que se demuestran por

inmunoelectroforesis.

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

muy patente entre los micoplasmas, ya que existen numerosas reacciones serologicas
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cruzadas entre micoplasmas de diferentes especies, entre micoplasmas y otros gérmenes, y

ciertos Ags celulares.

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

1985).
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4. Especies patdgenas mas representativas de micoplasmas aislados de ganado

caprino y porcino
A los efectos de simplificar la presentacion, la informacidn seré expuesta en la tabla 1:

Tabla 1 Especies patdgenas mas representativas de micoplasmas aislados de ganado

caprino y porcino.

Hospedador Especie Patégeno Supuesto o Establecido
Bovinos, ovejas Mycoplasma M. mycoides ‘cluster’
y cabras Acholeplasma MmmSC

Anaeroplasma MmmLC

Ureaplasma M. mycoides subsp. capri (Mmc)

M. capricolum subsp.
capripneumoniae
M. capricolum subsp. capricolum

Serogrupo 7 bovino

M. agalactiae
M. bovis
M. conjunctivae
Cerdos Mycoplasma M. hyopneumoniae
Acholeplasma M. hyorhinis
Ureaplasma M. hyosynoviag

(Nicolet y cols, 1996)
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4.1. Micoplasmosis respiratorias de los pequefios rumiantes
4.1.1. Neumonias producidas por especies del grupo M. mycoides en caprinos

Las especies patdgenas mas importantes del aparato respiratorio, se encuentran agrupadas
dentro de lo que se conoce como grupo M. mycoides 0 en inglés “M. mycoides cluster”, con
caracteristicas seroldgicas, bioquimicas y genéticas similares (Cottew y cols., 1987;
Bergemann y cols., 1990; Bascunana y cols., 1994; Bashiruddin y cols., 1994).
Dentro de este grupo, los micoplasmas patégenos para el ganado caprino son MmmLC y
Mmc, asi como M. capricolum subsp. capripneumoniae (antiguo M. Biotipo F-38) y M.
capricolum subsp. capricolum (Erno y cols., 1978; Costas y cols., 1987; Cottew y cols.,

1987; Jones, 1989; DaMassa y cols., 1992; Taylor y cols., 1992; Leach y cols., 1993).

Las enfermedades provocadas en caprinos por este grupo de micoplasmas se

describen a continuacidn con mayor detalle.

4.1.1.1. Pleuroneumonia contagiosa caprina clasica.

La PNCC clasica causada por M. capricolum subsp. capripneumoniae (Leach y cols., 1993),
antes "M. Biotipo F38", es la enfermedad mas grave que afecta al aparato respiratorio del
ganado caprino, al cual afecta en exclusividad. La enfermedad difiere de las neumonias
producidas por otros miembros del grupo M. mycoides en sus aspectos clinicos, lesionales y
epidemioldgicos, y se define como una enfermedad producida exclusivamente por las
distintas cepas de M. capricolum subsp. capripneumoniae (MacOwan y Minette, 1976;

Jones, 1989; Picavet, 1991; DaMassay cols., 1992; Leach y cols., 1993).
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La distribucion geografica de la PNCC clasica es muy importante en al menos 30
paises de Africa y Asia, aunque se encuentra principalmente limitada al continente
Africano, donde se ha descrito en Kenia (MacOwan, 1976; MacOwan y Minette, 1977;
Litamoi y cols., 1990), Sudan (Harbi y cols., 1981), Etiopia (Firke, 1984; Thiaucourty
cols., 1992), Tunez y Libia (Perreau, 1982), Oméan y Turquia (Jones y Wood, 1988) y el
Chad (Lefévre y cols., 1987a). Sin embargo, Lefévre y cols., (1987b) en un articulo de
revision, indican que probablemente en un futuro la distribucion de este micoplasma sera

mas amplia.

La enfermedad, que fue descrita por primera vez en 1881 por Hutcheon en Africa
del Sur, se caracteriza por presentar lesiones pleuroneumonicas graves causantes de la
muerte después de un curso agudo. Los brotes suelen aparecer por la introduccion de
animales portadores asintomaticos o con afeccion crénica en rebafios libres de la
enfermedad. En estos casos, la enfermedad se extiende rapidamente con una morbilidad
que puede llegar al 100% en pocas semanas y una mortalidad que oscila entre el 40 y el
70% del colectivo. Los animales que sobreviven permanecen como portadores crénicos,
lo que permite el mantenimiento de la enfermedad de forma enzodtica (MacOwan y
Minette, 1977; Picavet, 1991). La unica via a través de la cual se ha conseguido
reproducir la enfermedad experimentalmente es por via aérea (Kaliner y MacOwan,
1976; Perreau, 1984; Perreau y cols., 1984; Lefevre y cols., 1987a; Morin, 1987),

siendo ésta la via de contagio de la enfermedad de forma natural.

Macroscopicamente las lesiones pueden ser unilaterales o bilaterales. En los casos
agudos, la pleura de las regiones pulmonares afectadas esta recubierta normalmente por

membranas de fibrina. En la cavidad pleural se observa la presencia de abundante liquido
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color amarillento que contiene floculos de fibrina, la cual coagula parcialmente al contacto
con el aire. Las regiones afectadas del parénquima pulmonar constituyen un mosaico de
lobulillos que muestran distinto grado de hepatizacion y un aspecto granuloso al corte.
Entre los lobulillos no hay engrosamiento del septo interlobulillar, predominando las
lesiones intralobulillares (Kaliner y MacOwan, 1976; MacOwan, 1984; Jones, 1989).
En los casos cronicos se observan adherencias pleurales fibrosas y, en el parénquima
pulmonar, focos necréticos encapsulados por tejido conectivo. Los nddulos linfaticos
regionales aparecen hipertrofiados y edematosos (Kaliner y MacOwan, 1976, Jones,

1989; Picavet, 1991).

Microscopicamente las lesiones consisten en una pleuroneumonia fibrinosa focal
que afecta, en mayor o menor medida, al tejido conectivo intersticial. En la neumonia
aguda se observan principalmente cambios vasculares especialmente a nivel capilar, con
acumulo de exudado serofibrinoso en bronquiolos y alvéolos y, la presencia de numerosos
macrofagos y neutrofilos. En las fases cronicas del proceso se observa engrosamiento de
los septos interalveolares, con depdsito de fibrina y proliferacion del tejido conectivo

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

4.1.1.2. Neumonia producida por Mycoplasma mycoides subespecie mycoides

Large Colony.

Cottew y Yeats en 1978 propusieron diferenciar MmmLC y MmmSC, atribuyendo a las
colonias grandes de alto grado de crecimiento a aislamientos provenientes de los caprinos

y las colonias pequefias a micoplasmas patdgenos para los bovinos. MmmLC ha sido
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aislado raramente en ovinos, si bien de forma experimental se ha logrado reproducir la
enfermedad en esta especie (Rosendal, 1981; Truscott y Finley, 1984; Okoh y Ocholi,
1986). MmmLC no es patdgeno para el ganado bovino (Perreau, 1981; Rosendal, 1981;

Jones, 1989).

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

este microorganismo (Villalbay cols., 1992).

El contagio natural de este micoplasma se realiza por via oral, especialmente en
cabritos lactantes, a través de leche mamitica (DaMassa y cols., 1983a), siendo
necesarias altas concentraciones de microorganismos en la leche para que se produzcan
lesiones graves (Bar-Moshe y Rapapport, 1981; DaMassa y cols., 1986). Se han
sugerido otras vias naturales de contagio, como la intrauterina (Bar-Moshe vy
Rapapport, 1981), al observar cabritos neonatos con lesiones articulares de las que se

aislo este micoplasma. Ademas MmmLC se ha aislado del conducto auditivo externo de
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cabras sanas y enfermas, lo que ha sugerido la posibilidad, ain no demostrada, de esta via

de contagio (Cottew y Yeats, 1982; DaMassa, 1983a; Hazell y cols., 1985).

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

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

En los brotes descritos, la sintomatologia en los animales jovenes ha sido siempre
muy parecida, predominando signos como cojera por la artritis, disnea, respiracion
abdominal, tos, ruidos respiratorios y exudacion nasal purulenta. También se presenta
sintomatologia septicémica (fiebre, debilidad y anorexia) con rapida postracion y muerte
en cursos sobreagudos y agudos de la enfermedad. En los casos cronicos, los sintomas
mas frecuentes son la poliartritis, la pérdida de peso y, en algunos casos, diarrea,
generalmente por las complicaciones bacterianas y parasitarias (Perreau, 1979b;
Rosendal y cols., 1979; Bolske y cols., 1982; DaMassa y cols., 1983a; Ruhnke y

cols., 1983; Brooks y cols., 1984).

Muchos animales se recuperan de la enfermedad, principalmente los adultos,
convirtiéndose en portadores inaparentes. Esto ha sido constatado mediante el
aislamiento de MmmLC del pulm6n y mama de individuos aparentemente sanos y/o con
mamitis subclinicas (Kasali y Ojo, 1981; DaMassa y cols., 1992). Muchos autores

piensan que son necesarios una serie de factores predisponentes para que se desencadene
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la enfermedad, entre los que destacan los factores ambientales, el estrés, la presencia de
otras especies de micoplasmas o0 bacterias, coccidiosis, gestacion avanzada, etc.
(Rosendal y cols., 1979; Cottew, 1984; Rapapport y Bar-Moshe, 1984; Jones, 1989,

DaMassay cols., 1992).

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

(Rapapport y Bar-Moshe, 1984; Bolske y cols., 1989).

4.1.1.3. Neumonia producida por Mycoplasma mycoides subespecie capri (Mmc).

Mmc ha sido considerado durante muchos afios como la responsable de la PNCC clasica
(Jonas y Barber, 1969; Cottew, 1982; Gourlay y Howard, 1982; DaMassa y cols.,
1992) y esta clasificado dentro del grupo M. mycoides, en intima relacion con MmmLC. La

asociacion inicial de este organismo con la PNCC fue reportado siguiente a su aislamiento
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en Nigeria por Longley (1951). Exdmenes posteriores de ésta y otras muestras a partir de
diferentes regiones geogréaficas, designada la cepa Turca (PG3) como la cepa tipo
(Edward y Freundt, 1956). La creencia inicial fue que Mmc era la mayor causa de PNCC,
error que repitid en numerosos aislamientos de agalaxia contagiosa, que fueron en

realidad Mcc identificados como Mmc (Cottew, 1979).

La presencia de este micoplasma ha sido notificada en Africa, Asia y Australia,
siendo considerado actualmente por muchos investigadores como una especie inusual o
rara (MacOwan, 1984; DaMassa y cols., 1992). El aislamiento de Mmc en un brote de
pleuroneumonia caprina constituye la primera referencia de esta especie en Espafa
(Villalba y cols., 1992). La cepa patron de este microorganismo fue aislada por Chu y
Beveridge en 1949. Posteriormente se comprobo que la inoculacién intramuscular de esta
cepa desarrollaba lesiones purulentas en el punto de inoculacién, y no lesiones
neumonicas (MacOwan, 1984). Las lesiones neumdnicas si se producian después de la
inoculacion intranasal (aerosol), observandose pleuroneumonia en cabra y neumonia en
oveja. Estas lesiones diferian claramente de las caracteristicas propias de la PNCC clasica,
por lo que se concluyd que Mmc es el agente causal de lesiones pleuroneumonicas, pero

no de la PNCC clésica (McMartin y cols., 1980; MacOwan, 1984).

En los dltimos afios han sido muy escasos los aislamientos de este micoplasma,
por lo que existe muy poca informacion adicional sobre la patogenicidad de este
microorganismo. La enfermedad producida por Mmc se caracteriza por afectar casi
exclusivamente a la cavidad torécica, pudiéndose presentar en una forma septicémica
pasajera, aunque no es frecuente encontrar otra sintomatologia organica (Jones, 1989;

DaMassa y cols., 1992). Excepcionalmente, Mmc se ha aislado de mama (Perreau y
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cols., 1972). En los brotes naturales de la enfermedad el curso puede ser agudo o cronico.
En el primer caso, se observan dificultades respiratorias, con respiracion abdominal,
ruidos, tos y un aumento del reflejo tusigeno. En el segundo caso, los sintomas
respiratorios son menos manifiestos y dificiles de detectar, pudiendo pasar desapercibidos

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

Macroscopicamente, los l6bulos pulmonares muestran distintos grados de
hepatizacion, con moderada dilatacién de los septos interlobulillares. La pleura de los
I6bulos afectados se presenta con frecuencia cubierta por membranas de fibrina y
adherencias al diafragma, pericardio y pared toracica, siendo constante la presencia de
hidrotorax normalmente turbio y rojizo. El pericardio aparece engrosado con aspecto
blanquecino debido a la presencia de fibrina. Los nodulos linfoides regionales,
especialmente los bronquiales y mediastinicos, se observan aumentados de tamafio,
edematosos y hemorragicos. Histopatologicamente, las areas del pulmon afectado
muestran congestion de los septos alveolares, edema alveolar intenso, bronconeumonia
purulenta aguda, pleuritis fibrino-purulenta aguda y pericarditis fibrinosa (Kaliner y

MacOwan, 1976; MacOwan, 1976; Ojo, 1976).

4.1.1.4. Neumonia producida por Mycoplasma capricolum subespecie capricolum

(Mcc)

Tully y cols. en 1974 fue el primero en proponer a Mcc como una nueva especie luego de
examinar 6 muestras, incluyendo aislamientos realizados por Cordy y cols. en 1955 a

partir de un brote de la enfermedad en cabras. Los trabajos de Tully y cols. (1974) y
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Lemcke (1974) diferenciaron claramente los aislamientos de Mc y Mmc (PG3). La
descricion de Mcc (Leach y cols., 1993) se corresponde con la realizada por Tully y cols.
en 1974 para M. capricolum. EI ADN de Mcc presenta un 80% de homologia con respecto
al del antiguo M. Biotipo F38, por lo que tras diversos estudios (Christiansen y Erno,
1982; Erno y cols., 1983; Costas y cols., 1987; Bonnet y cols., 1993) se han
considerado los antes denominados M. capricolum y M. Biotipo F-38 como subespecies
dentro de una misma especie, pasando a denominarse Mcc y M. capricolum subsp.
capripneumoniae respectivamente (Leach y cols., 1993). Se adjudicaron a Mcc cuando se
reexamino, caracteriz6 y confirmé otros aislamientos de Zimbawe (Swanepoel y cols.,
1977) y Autralia (Little-Jhons y Cottew, 1977); y se observé que a partir del primer
aislamiento (Cordy y cols., 1984), Mcc no fue casi detectado en 2 décadas hasta que fue
implicado por Swanepoel en 1977. En los 80 es cuando comienza a ser aislado e
identificado de cabras y ovejas con agalaxia contagiosa (Cottew, 1979; Rosendal, 1994).
Esto es atribuible al incremento en el interés por estudiar el papel de los micoplasmas en

las enfermedades de los animales.

Mcc es especialmente patdgeno para el ganado caprino, aungque también se ha
aislado del ganado ovino y bovino. Practicamente todas las cepas aisladas son patogenas,
causando cuadros agudos que afectan a animales de todas las edades y en especial a los
mas jovenes, en los que la morbilidad y mortalidad son mayores. Produce aumento de la
temperatura corporal y las lesiones mas frecuentes consisten en poliartritis, mamitis con
reduccion de la produccion de leche y con menor frecuencia, heumonia (DaMassa y
cols., 1983b, 1984 y 1992; Boélske y cols., 1988; Swanepoel y cols., 1977). En un

estudio de Rodriguez y cols. (1996¢), indujo aborto 23 dias postinoculacion con 1x105
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unidades formadoras de colonias por via intratraqueal, Mcc se detecto en los trofoblastos y

en la membrana corioalantoidea de los fetos abortados.

4.1.1.5. Neumonia producida por Mycoplasma ovipneumoniae

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

conjuntamente con P. haemolytica (Davies y cols., 1981; Buddle y cols., 1984).

En un estudio experimental con macerados de pulmon que contenian M.
ovipneumoniae, se observaron lesiones en el 50% de los animales, que consistieron en una
neumonia exudativa-proliferativa intensa. Por el contrario, la inoculacion de las cepas
después de haberlas cultivado indujo lesiones en el 21% de animales, indicando asi la
atenuacion de M. ovipneumoniae por pases en cultivo. Las lesiones macroscopicas se
caracterizaron por el engrosamiento pleural, adherencias y abundante liquido amarillento
en la cavidad torécica. EI parénquima pulmonar situado bajo la zona de pleura afectada

presentaba un color rojo-parduzco y una consistencia firme (Goltz y cols., 1986). Las
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lesiones microscopicas descritas fueron pleuritis fibrinopurulenta con bronquiolitis y
alveolitis (Goltz y cols., 1986). En otros casos, se ha observado una neumonia leve con
atelectasia y engrosamiento de los septos interalveolares, conteniendo estos numerosos

neutrofilos y linfocitos (Mohan y Obwolo, 1990).

4.1.2. Neumonia producida por Mycoplasma agalactiae

Este micoplasma estd implicado en el denominado "Sindrome de Agalaxia Contagiosa™ en
periodos de lactacion, lo aislé por primera vez Bridre y Donatien en 1923. Este sindrome
afecta a pequefios rumiantes (cabras y ovejas) y se caracteriza por cursar con mamitis,
artritis, queratoconjuntivitis (Rodriguez y cols., 1996d) y ocasionalmente abortos.
Aunque el principal agente etiologico del Sindrome de Agalaxia Contagiosa es M.
agalacti}e, MmmLC, Mcc y M. putrefaciens también contribuyen en la enfermedad,

particularmente en las cabras (Lambert, 1987; Nicholas, 1998).

La enfermedad se conoce en Europa desde hace 200 afios, en Italia se la conocia
como “mal di sito”(mal del lugar). Actualmente, es el sindrome mas importante en cabras
y ovejas del area Mediterranea. Es una enfermedad endeémica en algunos paises donde se
incluye a Espafia (Garrido y cols., 1987; Villalba y cols., 1992; Real y cols., 1994).
Sigue provocando grandes peérdidas economicas, sobre todo por la disminucion de la
produccion lechera. La enfermedad se continda diseminando, entrando en Cerdefia en
1980, en Brasil en 1986 y en las Islas Canarias en 1992 (Villalba y cols, 1992; Déniz,

1996; Nicholas, 1998).
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La agalaxia contagiosa es una enfermedad que aparece en el rebafio en la
primavera, después de comenzar la lactacion y probablemente representa la activacion de
una infeccion latente. Aparece una mamitis uni- o bilateral como resultado de la infeccion
de la glandula mamaria. La mamitis puede progresar a septicemia y muerte en algunos de
los animales afectados. Secuelas comunes en los animales supervivientes son artritis y
queratoconjuntivitis, por lo que los tres principales signos de este sindrome son la

mamitis, la artritis y la queratitis (Lambert, 1987; Rosendal, 1994; Nicholas, 1998).

Aunque este micoplasma esta implicado mas frecuentemente con las mamitis,
también ha sido aislado de vias respiratorias (Gupta y cols., 1984), pero cuando
estudiamos animales de corta edad ocurre algo diferente, donde M. agalactiae afecta
predominante el aparato respiratorio, seguido de artritis y queratitis (Bergonier y cols.,
1997). Algunos estudios experimentales han demostrado que M. agalactiae puede provocar
por via intratraqueal, neumonias en cabritos de 2 a 4 meses de edad. Sin embargo, la
mortalidad en estos trabajos fue muy escasa, manteniéndose el micoplasma en el pulmon
de los animales que sobrevivieron (Guha y Verma, 1987). Histoldgicamente, las lesiones
encontradas fueron neumonias con distinto grado de intensidad. Los capilares septales
mostraron congestion con exudacion serosa o serofibrinosa y abundantes macrofagos
alveolares. Las lesiones pleuroneumonicas sélo han sido descritas en algunos casos
(Cottew, 1984). En la tabla 2 observamos los diferentes cuadros clinicos que se pueden

encontrar en las cabras.
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Tabla 2: Hallazgos clinicos dependiendo de la edad del animal o estado fisiolégico.

Adultos Hembra lactante Jovenes

S. articulares +++ + T+

S. respiratorios -/+ -/+ 4+

S. oculares ++ + o+

S. mamarios - +++ -
Abortos - + -

S. Nerviosos - - -

S. Genitales Se presenta como una forma atipica * -

S.: Sintomas.

*: granular vulvovaginitis en cabras, particularmente en India y Africa.

(Singhy cols., 1974; Bergonier y cols., 1997).

En los ultimos afios se ha comenzado a estudiar cada vez con mayor intensidad la
presencia de proteinas inmunogénicamente activas, esto, es una buena herramienta para el
estudio de posibles atributos de virulencia, para el desarrollo de test seroldgicos mas
especificos y para el desarrollo de vacunas mas efectivas. Una proteina de 48 kDa, la
llamada P48, ha sido estudiada por estar relacionada con la activacion del complemento y
la induccion de citocinas. Esta proteina es un buen punto de partida para clarificar los
mecanismos patogénicos, la inmunomodulacion en el curso de la enfermedad, averiguar la
funcion del gen que codifica dicha proteina y la caracterizacion antigénica (Rosati y cols.,

2000).
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4.1.3. Neumonia producida por Mycoplasma bovis

Se caracteriza por ser mas invasivo y destructivo que otros micoplasmas aislados de casos
de neumonia enzootica bovina, afecta generalmente terneros de 1-3 meses, usualmente
requiere ademas de la interaccion de otros organismos bacterianos y viricos que
participantes en neumonia enzooOtica y factores medioambientales para causar la

enfermedad clinica (Dungworth, 1993).

Histol6gicamente se caracteriza por causar bronconeumonia purulenta con
hiperplasia linfoide peribronquiolar y focos de necrosis por coagulacion rodeados de
macrofagos, células plasmaticas y polimorfonucleares (PMN) neutrofilos (Dungworth,
1993; Adegboye y cols., 1995b). El agente localiza en relacion a la superficie del epitelio
de bronquiolos y vias respiratorias terminales. Las vias respiratorias pierden el epitelio, se
produce un infiltrado inflamatorio necrdético intraluminal que finalmente acaba
implicando el parénquima pulmonar. Es posible localizar M. bovis en tejido pulmonar
utilizando la técnica de inmunohistoquimica (IHQ), el cual se observa especialmente en
la periferia de los centros de necrosis (Adegboye y cols., 1995b; Rodriguez y cols.,

1996b).

En el caso de las cabras se ha aislado del tracto respiratorio, donde causa
bronquiolitis catarral 0 neumonia broncointersticial leve, subaguda a cronica con
hiperplasia linfoide peribronquiolar. Aunque el aislamiento de M. bovis no es frecuente en
las cabras, la leche bovina se usa frecuentemente como suplemento en la alimentacion de
cabritos, lo que provee una oportunidad para la colonizacion de la boca, orofaringe,

traquea y posteriormente pulmén (DaMassa cols., 1992; Dungworth, 1993).
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4.1.4. Otras especies no patdgenas de micoplasmas

Del pulmon del ganado caprino han sido aislados otros micoplasmas apatogenos. Estos
son M. arginini, M. conjunctivae, Acholeplasma laidlawii, y Acholeplasma oculi (Cottew y Yeats,

1982; Jones, 1983; Hazell y cols., 1985).

4.1.5. Neumonias por pasteurelas en el ganado caprino y ovino

P. haemolytica y P. multocida son las dos especies de Pasteurella que se han encontrado con
mayor frecuencia en pulmones de ovinos y caprinos. La distribucion de ambas es
mundial, siendo la prevalencia de P. haemolytica superior en los pequefios rumiantes
(Carter, 1967; Gilmour, 1980). Comparativamente, los aislamientos de P. haemolytica y P.
multocida en brotes neumdnicos se han descrito con mayor frecuencia en el ganado ovino
que en el caprino (Jones y cols., 1978 y 1982; Jones, 1989 Mugera y Kramer, 1967
Pegram, 1974; Ojo, 1975; Doutre y Perreau, 1983a,b; Ngatia y cols., 1986;

Hayashidani y cols., 1988).

Las infecciones dobles, bien virus y Pasteurella especies (spp). 0 Mycoplasma spp. mas
Pasteurella spp., inducen los cuadros de lesion méas graves en estos animales (Davies y
cols., 1977, 1981 y 1982; Sharp y cols., 1978; Al-Darraji y cols., 1982). Asi, la
inoculacion experimental de P. haemolytica provoco una bronconeumonia purulenta, con
presencia de multiples abscesos con centros necréticos proximos a bronquios, una
pleuritis fibrinosa, y una bronconeumonia aguda necrotizante cuando se inoculd

previamente el virus Parainfluenza 3 (Davies y cols., 1981y 1982; Buddle y cols., 1984).
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La infeccion conjunta de M. ovipneumoniae y P. haemolytica indujo una neumonia
cronica acompariada, en algunos casos, de pleuritis (Jones y cols., 1978). En la neumonia
atipica de la oveja, el aislamiento negativo de P. haemolytica se ha interpretado como una
rapida eliminacion de esta bacteria de las lesiones pulmonares en relacion al mismo

fendmeno de eliminacion de M. ovipneumoniae (Gilmour y cols., 1982).

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

1989; Rodriguez, 1993).

Hasta el articulo publicado por Borgman en 1955, las enfermedades producidas
por P. multocida y P. haemolytica en el ganado caprino fueron atribuidas exclusivamente a P.
multocida (Hayashidani y cols., 1988). En 1960 Gourlay describié el primer caso en el
cual se asociaba el aislamiento de P. haemolytica a lesiones neumanicas en cabras, sin que se
aislaran otros microorganismos (Hayashidani y cols., 1988). Posteriormente, Mugera y
Kramer en 1967 describieron un brote agudo de neumonia causada por P. haemolytica que
afectd a un total de 20 cabras, muriendo 12 de forma aguda con sintomas respiratorios.
Las lesiones encontradas se localizaron en pulmon, pleuray pericardio. EI pulmon mostro
zonas neumonicas en los l6bulos apicales y medio, con septos interlobulillares engrosados

y de aspecto edematoso y fibrinoso, afectando a la pleura de la misma forma. En el
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estudio histopatologico, los alvéolos se encontraron con abundante edema proteinaceo
junto a linfocitos, neutrofilos, macréfagos alveolares y celulas epiteliales descamadas. En
la pleura se observd una inflamacion fibrino-purulenta con focos de necrosis (Jones,

1989).

Javier E. Sarradell



Revision Bibliografica 52

4.2. Micoplasmosis de los porcinos
4.2.1. Neumonia Enzodtica Porcina (NEP)

La NEP, reconocida hace casi 100 afios como un serio impedimento para la produccion
porcina, es una enfermedad respiratoria contagiosa distribuida mundialmente que esta
presente en la mayoria de las explotaciones (90-95%) afectando al 70-100% de los cerdos.
Es una enfermedad crdénica que se caracteriza clinicamente por la presencia de tos
cronica, disminucion en la ganancia diaria de peso, baja mortalidad y alta morbilidad. Se
han utilizado diferentes nombres para describir la enfermedad pero NEP es mas
apropiado dado que describe el comportamiento epidemiolégico de la enfermedad y no el
agente etioldgico o las lesiones que provoca, los cuales pueden variar. La intensificacion
de los sistemas de produccion porcina en las Ultimas décadas ha contribuido a que la
neumonia sea la enfermedad econémicamente mas importante en los cerdos en etapa de
terminacion (Leman y cols., 1982, Morrison y cols., 1986, Falk y Lium, 1991, Liumy

Falk, 1991, Maes y cols., 1996).

El agente etioldgico primario de la NEP es M. hyopneumoniae (Maré y Switzer,
1966; Switzer, 1967). Otros dos mollicutes patdgenos suelen aislarse en los cerdos: M.
hyorhinis, responsable de producir poliserositis en lechones y M. hyosynoviae, asociado con
artritis en cerdos en etapas de terminacion. M. flocculare, M. arginini y M. buccale pueden
encontrarse ocasionalmente en el aparato respiratorio sin haberse establecido que tengan
capacidad patogena. Simultdneamente se han descrito junto a estos micoplasmas la
participacion de bacterias, especialmente P. multocida, Actinomyces pyogenes, Actinobacillus (A.)

pleuropneumoniae, Streptococcus spp., Staphylococcus spp., Klebsiella spp. y Bordetella bronchiseptica
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(Dungworth, 1993; Friis y Feenestra, 1994; Wallgren y cols., 1994; Harding y cols.,

1997).

La forma de transmision de M. hyopneumoniae no se conoce con profundidad,
aunque se ha postulado que el contacto directo es la forma mas probable. Se ha sugerido
como fuente de infeccion los aerosoles provenientes de los esputos de los animales
infectados, siendo el tiempo que pueden sobrevivir dependiente de las condiciones
meteoroldgicas o medioambientales (Maes y cols., 1996). NEP es una enfermedad
multifactorial, las condiciones medioambientales y de manejo influyen en la incidencia y
severidad de la enfermedad (Thompsen y cols., 1992). Periodos de frio y humedad, alto
trafico de animales, estrés, la proximidad a mataderos o criaderos de cerdos, pobres
medidas sanitarias y de bioseguridad, son algunos de los factores de riesgo de la

enfermedad (Goodwin, 1985, Thompseny cols., 1992).

La adherencia a las células ciliadas de la traquea, bronquios y bronquiolos es el
prerrequisito para la iniciacion de la enfermedad, sélo algunos micoplasmas profundizan
hasta los alvéolos. M. hyopneumoniae no penetra el epitelio de las vias aéreas, se sitla el apex
de los cilios o en el espacio interciliar (Blanchard y cols., 1992). Se detect6 en la misma
localizacion, asi como en escasa cantidad de macréfagos, en la luz de bronquios y
bronquiolos mediante la técnica de IHQ (Doster y cols., 1988; Andrada y cols. 1998a y
1998b). Kwon y Chae (1999) detectaron ADN de M. hyopneumoniae mediante hibridacion
“in situ” en el epitelio de bronquios y bronquiolos y en menor medida en macréfagos

alveolares e intersticiales.
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Zielinski y Ross (1993) demostraron que es necesaria la existencia de receptores
de M. hyopneumoniae para la adherencia a las células ciliadas del epitelio respiratorio.
DeBey y Ross (1994) y Young y cols. (2000) evaluaron “in vitro” las interacciones que se
producen entre M. hyopneumoniae y las células ciliadas del epitelio de anillos traqueales,
observando que se producia ciliostasis y pérdida de los cilios cuando utilizaron cepas con
escaso numero de pases en cultivo y alta virulencia. Cuando incorporaron un filtro de 0,1
mm, el dafio del epitelio no se produjo, demostrando que el dafio celular y la ciliostasis se
produce solo cuando M. hyopneumoniae se adhiere a las células. Recientemente se ha
purificado una proteina de 97 kDa de M. hyopneumoniae que los estudios moleculares han
demostrado su comportamiento como ahesina. Actualmente se conocen 6 adhesinas
mas con capacidad para facilitar la interrelacion entre M. hyopneumoniae y el epitelio de las
vias respiratorias (Ross y Young, 1993; Zhang y cols., 1995; Hsu y cols., 1997; Wilton

y cols., 1998).

A medida que k infeccion progresa, hay una reduccion en la actividad ciliar, una
pérdida gradual de los cilios, formacién de microcolonias, finalmente se observa una
pérdida total de los cilios con descamacion y exfoliacion de las células epiteliales (Maes 'y
cols., 1996). Una proteina citotoxica y otras sustancias nocivas tales como peréxido de
hidrogeno pueden estar involucrados en la destruccion de los cilios y células epiteliales. La
presencia de mucus en las vias aéreas puede ser explicada por la reduccion de la actividad
ciliar y la hipersecrecion de las células caliciformes y glandulas mucosas (DeBey vy cols.,
1992). Una proteina mitogénica localizada en la membrana del microorganismo seria la
responsable de la masiva hiperplasia linfoide alrededor de las vias aéreas y vasos

sanguineos (Messier y Ross, 1991). También se ha postulado la supresion en la respuesta
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inmune humoral causada por la reduccion en la actividad de los linfocitos, la inhibicion de
la inmunidad celular por la disminucién de la fagocitosis por parte de los macréfagos y el
aumento de Prostaglandina E; (PGE2) presente en los lavados bronquiales la cual reduce
la actividad microbicida de los PMN. Estos efectos supresores son mas pronunciados en
las etapas tempranas de la infeccién pero pueden continuar durante varias semanas
(Gourlay y Howard, 1982; Caruso y Ross, 1990; Asai y cols., 1996; Maes y cols.,

1996).

El papel de la inmunidad mediada por células en los animales con neumonias
micoplasmicas es ambiguo. En ratones, hamsters y cerdos, la supresion de la inmunidad
mediante timectomia o la inyeccion de un suero anti-timocitos antes de la infeccion con
micoplasmas capaces de producir neumonias dio como resultado el desarrollo de lesiones
microscOpicas menos severas que en los animales inmunocompetentes (Denny y cols.,
1972; Tajima y cols., 1984; Taylor y cols., 1974), aunque la cantidad de micoplasmas
presentes en el tracto respiratorio fue mayor en los animales inmunosuprimidos (Denny
y cols., 1972; Tajima y cols., 1984; Taylor y cols., 1974) y la distribucion hacia otros
organos de los micoplasmas se detectdO mas frecuentemente en los ratones

inmunosuprimidos (Denny y cols.,1972).

La deteccion de proteinas inmundgenas es una buena herramienta para el estudio
de posibles atributos de virulencia, para el desarrollo de test serologicos méas especificos y
para el desarrollo de vacunas mas efectivas (Strasser y cols., 1992). En cuanto a la
repuesta inmune frente a M. hyopneumoniae, Morris y cols. en 1994 estimd que la vida
media de los anticuerpos calostrales en los lechones es de 15,8 dias. La correlacidn entre

los titulos de anticuerpos y la proteccion contra la enfermedad es pobre (Kobisch, M.,
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1993, Pijoan, C., 1999). Wallgren y cols. en 1992 detectaron en estudios ‘in vitro”
linfocitos circulantes capaces de producir inmunoglobulinas (Igs) contra M. hyopneumoniae
a los 7 dias postinoculacion con un pico a los 14 dias, luego de la segunda inoculacion
detectaron las células a los 3 dias y en 1998 observaron por métodos similares que los
lechones comienzan a producir Igs a partir de las 5-9 semanas de edad. Son muy
importantes la inmunidad mediada por células, la secrecidn local de inmunoglobulina (1g)
A que previene la adherencia de los micoplasmas al epitelio ciliado y la 1gG facilita la
opsonizacién y posterior fagocitosis por parte de los macrofagos alveolares (Sheldrake,
1990 y 1993, Walker y cols., 1996). Hay un aumento en el nimero de células productoras
de Igs en el pulmon de cerdos infectados experimentalmente con M. hyopneumoniae
(Messier y cols., 1990). El fluido de lavados broncoalveolares de animales infectados

experimentalmente sufre un incremento en los niveles de factor de necrosis tumoral
(TNF)-a, IL-1, IL-6, IL-8 y PGEy; los cuales se encuentran directamente correlacionados

con el aumento de la presencia de neutrofilos y macrofagos en lavados broncoalveolares

(Asai y cols., 1993, 1994 y 1996, Okada y cols., 2000).

La sintomatologia se caracteriza por la presencia de tos de aparicion lenta, a partir
de 6 dias postinfeccion, con un pico a los 27 dias y practicamente desaparece a los dos
meses (Sorensen y cols., 1997). Usualmente las categorias mas afectadas son los cerdos
en etapa de crecimiento y engorde, pero en algunos casos la sintomatologia puede
aparecer a las tres o cuatro semanas de edad dependiendo del estado inmune del animal y
del manejo del rebafio. En sistemas de produccion todo adentro/todo afuera los sintomas
pueden atrasarse hasta las 12-20 semanas de edad (Maes y cols., 1996). La gravedad de

los sintomas depende de la presencia de infecciones secundarias y de las medidas de
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manejo del rebafio (Amass y cols., 1994; Maes y cols., 1996). Si la infeccion por M.
hyopneumoniae no sufre complicaciones con otros agentes, la enfermedad puede cursar
subclinicamente, con tos seca no productiva, fiebre leve y anorexia. Si hubiera
complicaciones secundarias, la enfermedad puede adoptar un curso clinico con tos
productiva, fiebre alta, anorexia, respiracion dificultosa a golpes y postracion. La
morbilidad es alta y la mortalidad se incrementa, los grupos de cerdos no son uniformes,
hay abundantes cerdos retrasados y las pérdidas econdmicas pueden ser muy importantes

(Dungworth, 1993; Maes y cols., 1996).

La lesion macroscopica mas importante corresponde con una consolidacion de la
region craneoventral del pulmén adoptando una coloracion rosa violacea, que presenta en
ocasiones pequefios ndédulos en el centro de lobulillos atelectésicos indicativos de la
presencia de tejido linfoide peribronquiolar. En areas mas crénicas la lesion tiende hacia
una coloracién gris mas deprimida llegando a la formacion de cicatrices fibrosas en los
I6bulos lesionados (carnificacién). Afecta principalmente los I6bulos apicales, medio,
accesorio y tercios craneales de los I6bulos diafragmaticos; posiblemente debido a factores
aerodinamicos/gravitatorios que producen una mayor carga de infeccion en los l6bulos
craneales. Factores como la acumulacion de exudados y mediadores quimicos, menor
capacidad de defensa del paréenquima pulmonar de éstas areas, escasa ventilacion colateral
han sido propuestos igualmente. Los I6bulos derechos suelen estar méas afectados pero
cuando el proceso tiende a ser mas extendido, se encuentran afectados tanto derechos
como izquierdos, esto probablemente porque el I6bulo apical recibe el aire del bronquio
lobar, apical o derecho que proviene directamente de la traquea. El tejido pulmonar

afectado es de consistencia firme y mas pesado que el tejido normal y esta bien delimitado
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del tejido sano que puede presentar un enfisema vicariante. La superficie de orte es
humeda y carnosa, y generalmente se encuentra un exudado catarropurulento en el
interior de los bronquios. Bronconeumonias exudativas 0 neumonia lobar severa,
especialmente con necrosis o formacidn de abscesos, sugieren infecciones bacterianas
secundarias (Lium y Falk, 1991, Strasser y cols., 1992, Dungworth, 1993, Maes Yy

cols., 1996).

M. hyopneumoniae puede causar en raras ocasiones pleuritis serofibrinosa o fibrinosa
que tienden a formar adherencias entre I6bulos y con la pared costal; la afeccion grave de
la pleura, se debe probablemente a infecciones asociadas con M. hyorhinis 0 complicadas
con P. multocida o A. pleuropneumoniae. Los nodulos linfoides mediastinicos presentan una
linfadenopatia hiperplasica inespecifica caracterizada por un aumento de tamafo,
hiperémia y edematizacion (Lium y Falk, 1991, Strasser y cols., 1992, Dungworth,

1993, Maes y cols., 1996).

Histoldgicamente se observa en pulmdn una neumonia broncointersticial catarral
con proliferacion peribronquial y perivascular del Tejido Linfoide Asociado a los
Bronquios (TLAB). En los casos mas graves el TLAB forma centros germinales, hace
prominencia sobre la muscular de la mucosa y ocasionan un estrechamiento de la luz de
las vias aéreas. En el epitelio de las vias aéreas se observa pérdida de cilios y exfoliacion de
células ciliadas; existe hiperplasia de células caliciformes en bronquios y bronquiolos, y las
glandulas submucosas de los bronquios se encuentran hiperplasicas. El incremento de las
células secretoras de moco es el responsable, en parte, de la presencia de gran cantidad
exudado mucopurulento en las vias aéreas. El otro componente de la neumonia

broncointersticial es la alveolitis, se observa especialmente alrededor de las vias aéreas,
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con un engrosamiento de los septos interalveolares causado por la presencia de linfocitos
de variado tamafio y escaso numero de células plasmaticas; y en la luz de los alvéolos, se
observa la presencia de exudado compuesto fundamentalmente por macrofagos y escaso
numero de células plasmaticas, linfocitos y neutréfilos. La pared de los alvéolos afectados
presenta una hiperplasia de neumocitos tipo Il que reemplazan a los neumocitos tipo 1.
Los primeros estadios de la enfermedad se caracterizan por una bronquitis purulenta
aguda con hiperemia, edema e infiltrado de PMN neutréfilos. La masiva hiperplasia del
TLAB en extensas areas del parénquima pulmonar y la proliferacion de tejido conjuntivo
intersticial con escaso infiltrado septal e intraluminal de macr6fagos y PMN neutréfilos
corresponde a una infeccion crénica (Strasser y cols., 1992, Dungworth, 1993, Maes y

cols., 1996).

5. Sistema respiratorio
5.1. Pulmoén

Los pulmones se encuentran divididos en I6bulos pulmonares que en los rumiantes y
porcinos se denominan: apical (dividido en porcién anterior y posterior en el pulmon
izquierdo), medio (solo en el pulmoén derecho), diafragmatico y accesorio (que se
considera parte del pulmon derecho). La traquea se divide en los bronquios principales,
que penetran en el parénquima pulmonar a nivel del hilio yse dividen en bronquios
lobares, a continuacion se ramifican por dicotomias sucesivas, dando lugar a vias
respiratorias cada vez mas pequefias. Es destacable la presencia en los rumiantes y

porcinos de un bronquio lobar, apical o derecho que origina de la traquea directamente
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para el l6bulo apical derecho antes de dividirse en los bronquios primarios (Dellmann,

1980; Hare, 1982 a y b).

Las divisiones sucesivas de los bronquios acaban en los bronquiolos, que carecen
de cartilago y de glandulas submucosas en sus paredes, a diferencia de los anteriores. En
la transicion, a medida que disminuye el cartilago en la pared del arbol bronquial, el
musculo liso se hace cada vez mas dominante y presenta pliegues longitudinales de altura
variable, probablemente como consecuencia de la contraccion postmortem de la
musculatura lisa. Los bronquiolos dan lugar a los bronquiolos terminales. La parte del
pulmon distal al bronquiolo terminal se llama acinus o unidad respiratoria final, tiene una

forma aproximadamente esférica (Dellmann, 1980; Banks, 1986; Fawcett, 1995).

La unidad respiratoria final estda formada por bronquiolos respiratorios
(procedentes del bronquiolo terminal), no se desarrollan igual ni existen en todas las
especies. A menudo se hallan bien desarrollados en los carnivoros y monos, y son poco
frecuentes en rumiantes y cerdo. Luego, estos bronquiolos van seguidos de los conductos
alveolares, los cuales se ramifican inmediatamente y desembocan en los sacos alveolares
(extremos ciegos de las vias respiratorias, cuyas paredes estan formadas completamente
por alvéolos). Los alveolos se abren en los conductos a través de grandes orificios
denominados atrios. Los racimos formados por tres a cinco bronquiolos terminales, cada
uno de ellos con sus acinos correspondientes, suelen denominarse lobulillos pulmonares.
La arquitectura lobulillar es muy prominente en rumiantes y cerdos (Dellmann, 1980;

Banks, 1986; Dungworth, 1993; Fawcett, 1995).
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Acompariando a las ramificaciones bronquiales existe una doble circulacion arterial

(funcional y nutricia). En torno al hilio pulmonar, se forman plexos nerviosos con fibras

simpaticas y parasimpaticas, que dan origen a nervios intrapulmonares que acompafan a

las ramas bronquiales y vasculares. Dos juegos de vasos linfaticos drenan los pulmones:

los superficiales y los profundos. Los capilares linfaticos del drenaje superficial se originan

en el tejido conjuntivo pleural y drenan hacia el hilio en el tabique interlobulillar. Los

vasos profundos se originan a nivel de los bronquiolos respiratorios o terminales y siguen

el patron del arbol bronquial hacia el hilio del pulmon. Los vasos profundos se

anastomosan con el drenaje superficial en los tabiques interlobulillares. No se han

demostrado vasos linfaticos interalveolares (Banks, 1986; Fawcett, 1995; Kobzik, 2000).

La mucosa respiratoria esta revestida por:

Células epiteliales pseudoestratificadas, cilindricas y ciliadas, que se entremezclan en
las vias respiratorias que contienen cartilago con abundantes células caliciformes. Se
extienden desde la [dmina basal hasta la luz de las vias aéreas, son columnares y en la
superficie luminal presentan numerosos cilios y microvellosidades. Los cilios se
encuentran anclados a la porcidn apical del citoplasma por los corpusculos basales y se
distinguen por presentar 9 microtibulos en la periferia y un par central. Las
microvellosidades no presentan una estructura interna aparente. El citoplasma
presenta una distribucion profusa de ribosomas y mitocondrias en la porcion apical de
la célula (particularmente en relacion con las raices de los cilios). Alrededor del ndcleo
se observan vesiculas aisladas de reticulo endoplasmico liso. El citoplasma es més
electrolicido que el de las células no ciliadas de Clara de los bronquiolos terminales.

El complejo de Golgi se encuentra bien desarrollado en posicién supranuclear. Se
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observan cuerpos de inclusion intracitoplasmaticos cuya naturaleza y funcion no estan
claras, aunque se cree que estan relacionados con la secrecién de glucoconjugados
macromoleculares. El nucleo es oval y se encuentra basalmente. Lateralmente las
células se encuentran separadas de sus vecinas por un espacio intercelular fino y cerca
del borde apical presentan uniones fuertes del tipo zonula ocludens o unién estrecha.
Ocasionalmente, se identifican células que presentan microvellosidades y corpusculos
basales sin cilios que se estima que son células ciliadas en regeneracién (Varsano y

cols., 1987; Kahwa y cols., 1997).

- Células caliciformes secretoras de moco que disminuyen gradualmente en nimero
hasta que desaparecen a nivel de los bronquilos, cuyo epitelio lo constituyen sélo
células ciliadas y células de Clara. Las células productoras de moco son cuboidales y se
encuentran adheridas apicalmente a sus vecinas mediante uniones estrechas o zonulas
ocludens. La superficie del borde luminal presenta microvellosidades cortas y
subdivididas. El nucleo, amplio y con nucléolos prominentes, se encuentra se
encuentra en posicion basal. Algunos granulos electrolucidos de mucus se observan en
la regién supra y subnuclear, los granulos se encuentran formados por una Unica
membrana que contiene el material floculento y electrolGcido. Otros granulos
presentan una densidad media. El reticulo endoplasmico rugoso es abundante en estas
células, el reticulo endoplasmico liso es mucho menos abundante, particularmente en
la mitad apical de la célula. El apice de estas células hace protuberancia hacia la luz de

las vias aereas (Kahway cols., 1997).
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- Ceélulas de Clara no ciliadas se observan en los bronquiolos terminales, son
cuboidales, comUnmente presentan protuberancias apicales caracteristicas y
numerosas microvellosidades cortas y achatadas. Las células se encuentran unidas
apicalmente a sus vecinas mediante uniones estrechas o zonulas ocludens y en el borde
basal presentan numerosas interdigitaciones con las células vecinas. El reticulo
endoplasmico liso se encuentra en la regién apical asi como en la regién vasolateral y
pueden encontrarse unos pocos cuerpos de inclusién basofilicos cerca de la membrana
basal. En la region apical se observan granulos poco electrodensos cerca de la
membrana limitante y mitocondrias con matriz poco electrodensa. Aungue su funcion
no ha sido aclarada completamente, se acepta generalmente que su funcidon es
secretora como las células caliciformes o neumacitos tipo 11 y también se ha postulado
que realizan una funcién en la eliminacion de toxinas pulmonares (Plopper y cols.,

1989; Fawcett, 1995; Kahwa y cols., 1997).

La altura del epitelio va disminuyendo progresivamente a lo largo del tracto, para
hacerse cuboidal bajo en los bronquiolos terminales. La lamina propia, que esta separada
del epitelio por una lamina basal robusta, esta formada por tejido conjuntivo laxo rico en
fibras reticulares y elasticas, fibroblastos, linfocitos, células cebadas y algunos eosinoéfilos.
Ademaés, en la mucosa bronquial existen células neuroendocrinas dotadas de
granulaciones de tipo neurosecretor y, finalmente, hay numerosas glandulas secretoras de
moco, distribuidas a lo largo de las paredes de la traquea y bronquios (pero no en los

bronquiolos) (Dellmann, 1980; Fawcett, 1995; Kobzik, 2000).

Los septos, tabiques o paredes alveolares constan, desde el lado capilar a la

superficie alveolar de las siguientes estructuras:
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Endotelio capilar, es continuo no fenestrado, tapiza la red entrelazada de capilares
anastomosados, esta constituido por células endoteliales, que son planas excepto en la
region donde se localiza el nucleo, donde hace un abultamiento hacia la luz. Las
prolongaciones citoplasmaticas de estas células presentan numerosas vesiculas
plasmalemales que pueden estar localizadas en el borde luminal, estar libres en su
citoplasma o en el borde antiluminal y que son consideradas como estructuras
dindmicas que responden activamente a varios tipos de injurias causadas
experimentalmente, especialmente durante el edema pulmonar. En la region
paranuclear se encuentran el complejo de Golgi, reticulo endoplasmico rugoso, liso,
cuerpos multivesiculares y vesiculas plasmalemales. Las uniones intercelulares de las
células endoteliales son de tipo cerrado (Atwal, 1988; Simionescu y Simionescu,
1991; Kahwa y cols., 1997). Los macréfagos intravasculares pulmonares son una
poblacion de fagocitos mononucleares residentes que se encuentran adheridos al
endotelio capilar de los rumiantes, cerdos y gatos; poseen una morfologia similar a la
de las células de Kupffer de los sinusoides hepaticos, retienen restos de células

sanguineas, bacterias y particulas de la sangre por endocitosis. Son células

mononucleares grandes, de 20 a 80 mm con bordes irregulares y numerosos
pseudopodos. El borde luminal estd cubierto por el glucocalix y la superficie
adherente se encuentra preferentemente asociada a las células endoteliales en la
porcién mas gruesa de la pared alveolar para no interferir con el intercambio gaseoso;
poseen un nucleo grande arrifionado, reticulo endoplasmico rugoso, mitocondrias,
lisosomas y aparato de Golgi bien desarrollados. Aunque lo destacable es la relacion

con las células endoteliales, la presencia de estructuras tubulares vermiformes de
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micropinocitosis (se encuentran en las células del sistema mononuclear fagocitico y
representan una forma intensificada de endocitosis mediada por receptores),
fagosomas con restos celulares y particularmente siderosomas. Finalmente,
intimamente asociado al endotelio capilar estan los pericitos que probablemente estan
involucrados en la regulacion de la microvasculatura (Winkler y Cheville, 1985;

Winkler, 1988).

- Las membranas basales y el tejido intersticial circundante estan separando a las
células epiteliales del revestimiento alveolar. En las zonas delgadas del tabique
alveolar, las membranas basales del epitelio y el endotelio estan adosadas, mientras que
las partes mas gruesas ambas estan separadas por un espacio intersticial (el intersticio
pulmonar) que contiene fibras elasticas, haces de colageno, escasas células conectivas
fusiformes, células musculares lisas, mastocitos, linfocitos y monocitos (Banks, 1986;

Dungworth, 1993; Fawcett, 1995; Kahwa y cols., 1997).

- El epitelio alveolar que consta de una capa continua con dos tipos de células

principales:

- Neumocitos tipo | (0 neumocitos membranosos) aplanados, como un
pavimento en forma de lamina que cubre el 95% de la superficie alveolar, que es ideal
para el intercambio de gases pero que los hace mas vulnerables a las agresiones
externas. Contienen un ndcleo oval rodeado por escaso pericarion, ademas poseen un
citoplasma extendido que cubre la mayor parte de la superficie alveolar. El citoplasma
posee escasas organelas excepto por la presencia de numerosas vesiculas pinociticas.

Ocasionalmente las células presentan protuberancias a partir de la superficie luminal
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que se parecen a microvellosidades. En las uniones intercelulares se observan
numerosas interdigitaciones y un tipo de union nexo o union fisura. Comunmente se
observa reticulo endoplasmico tubular (especialmente en cabras adultas), que es un
reticulo endoplasmico liso modificado evidenciable cuando se utiliza la perfusion de
glutaraldehido por via vascular como método de fijacion y que en intima relacién con
vesiculas plasmalemales formaria un sistema que sumado al de las células endoteliales
capilares intervendrian en procesos de transporte de gases de origen ruminal hacia las
vias aéreas para ser eructados. Los cuerpos laminares y particulas de glucégeno que se
encuentran especialmente en las cabras viejas estdn asociados a la produccion y
almacenaje de fosfolipidos (Atwal, 1988; Dungworth, 1993; Fawcett, 1995; Kahwa

y cols., 1997).

- Neumocitos tipo 11, son redondeados, se observan ocupando una porcion
en el rincon de los espacios alveolares y pueden poseer dos bordes luminales, uno para
cada espacio alveolar. Presentan numerosas microvellosidades en las superficies libres.
El citoplasma contiene numerosos cuerpos multilaminares constituidos por
numerosas capas dobles de fosfolipidos rodeadas por una membrana que varia en
tamario y nimero de célula a célula. Las mitocondrias son grandes, bien formadas, con
una matriz electrodensa y presencia de cristales. Poseen reticulo endoplasmico liso y
rugoso, numerosos cuerpos multivesiculares y lisosomas. Se observan ocasionalmente
el aparato de Golgi y numerosas vacuolas lipidicas de tamafios variables. El nucleo es
grande, se sitla centralmente, es vesicular y evidente por la naturaleza de su
eucromatina delicadamente dispersa; ocasionalmente se puede observar un nucléolo.

Los mecanismos de unidn entre los neumocitos tipo | y Il son principalmente del tipo
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estrecha o zonula ocludens y macula densa. Ademas se observan numerosas
glicoproteinas que contribuye a la electrodensidad del espacio intercelular. Estos
neumocitos producen surfactante constituido principalmente por fosfatidilcolina y son
las principales células que intervienen en la regeneracion del epitelio alveolar. Las
paredes alveolares no son continuas, sino que estan perforadas por los poros
alveolares o de Kohn, son frecuentes en los carnivoros pero escasos en los rumiantes
y porcinos permitiendo el paso de aire, bacterias y exudados de los alvéolos adyacentes

(Winkler, 1988; Dungworth, 1993; Kahway cols., 1997).

- Los macréfagos alveolares derivan de los monocitos sanguineos, mas tarde alcanzan
el intersticio de los pulmones, donde se transforman en macrofagos que migran hacia
la luz de los alvéolos. Estas células pertenecientes al sistema mononuclear fagocitario
no forman parte de la pared alveolar, como se sugirié en un principio confundiéndolas
con celulas epiteliales descamadas, sino que migran sobre su superficie luminal.
Aungue la mayor parte de la actividad proliferativa que da origen a los macréfagos
tiene lugar en la médula 6sea, los histiocitos del intersticio pulmonar también poseen
una limitada capacidad de division. Localizadas sobre la superficie luminal, estan en
contacto directo con las particulas de polvo y las bacterias inhaladas que pueden haber
escapado al atrapamiento por el manto de moco en las porciones proximales de la via
respiratoria. Constituyen la primera linea de defensa frente a la infeccion pulmonar y
superan con mucho al resto de los tipos celulares del pulmon, son continuamente
eliminados y sustituidos. Muchos de ellos migran desde los alvéolos hasta la superficie
de los bronquios, y son transportados por accion de los cilios a través del sistema

respiratorio superior hasta la faringe, en donde son deglutidos con la saliva. El
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mecanismo de su movimiento hasta los bronquiolos no ha sido aclarado del todo,
pero la produccién continua de agente tensioactivo y el trasudado de liquido desde los
capilares forman probablemente una pelicula que se desplaza en superficie y que
contribuye al movimiento dirigido de estas células (Dungworth, 1993; Fawcett, 1995;

Kobzik, 2000).

5.2. Pleura

La pleura consiste en una fina capa de tejido conjuntivo con escasos fibroblastos, fibras
de colageno y varias capas de fibras elasticas. En su superficie interna esta cubierta por
una capa de células mesoteliales similar a la que reviste la cavidad peritoneal. La capa de
mesotelio situada sobre la pared toracica es la pleura parietal y la que se refleja sobre la
superficie de los pulmones es la pleura visceral. Una caracteristica especial de la pleura es
el gran nimero de capilares y linfaticos que contiene. Es relativamente gruesa en los
rumiantes y se continda con el tejido conjuntivo interlobulillar que separa completamente
los lobulillos pulmonares en los rumiantes y porcinos (Dellmann, 1980; Dungworth,

1993; Fawcett, 1995).
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6. Mecanismos de defensa de las vias respiratorias
6.1. Mecanismos protectores de caracter no inmunologico

Las vias respiratorias estdn en intimo contacto con el interior del organismo y su
naturaleza hace posible el libre acceso del aire hacia los alvéolos. Este sistema requiere de
un filtro, el aire se depura de la mayor parte de las particulas suspendidas mediante
fendmenos de turbulencia que las orientan hacia las paredes; éstas, se encuentran
cubiertas de moco, al cual aquellas se adhieren. La turbulencia se debe a la conformacién
de cornetes, trdquea y bronquios; esto hace que las particulas mayores a 10 mm de
diametro aerodinamico se depositen en las regiones anteriores a la laringe junto a un gran
porcentaje de bacterias y virus, lo que permite su multiplicacion o replicacion en el
epitelio o en el tejido linfoide de la porcion alta del sistema respiratorio para
posteriormente diseminarse o ser nebulizados durante la inspiracion para ser
transportados al sistema respiratorio profundo. Las particulas de tamafio aerodindmico
menor de 2 - 10 mm pueden ser inhaladas y exhaladas o impactar por inercia en la

superficie de la mucosa de los bronquios debido a los bruscos cambios de direccién que

ocurren en las bifurcaciones. El punto critico se produce con particulas de 1 - 2 mm, que
pueden depositarse en la union bronquiolo-alveolar, esto se debe a que el diametro de las
vias respiratorias se incrementa repentinamente en este sitio lo que hace que la velocidad
del transito del aire se aproxime a cero y se depositen por la fuerza gravitacional lo que
predispone a que esta zona sea especialmente vulnerable a los irritantes inhalados

(Dungworth, 1993; Lopez, 1995; Tizard, 2000).
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Las particulas de 1-2 mm adquieren mayor relevancia debido a que las microgotas
de este tamafio que se producen durante el estornudo de un animal enfermo o portador
de un patdgeno, son las que poseen mayor capacidad para mantenerse en suspension y
pueden transportar en su interior bacterias o virus que se depositaran en la union
bronquiolo-alveolar de otro animal. Este mecanismo de transmision ha motivado
numerosos trabajos de investigacion y ain no ha sido aclarado completamente,
permaneciendo dudas referentes a la capacidad que poseen estas microgotas de viajar a
distancia o para resistir a la desecacion. Pero se ha confirmado que el mayor éxito en la
transmision de enfermedades se produce entre animales que contactan nariz con nariz en

el mismo ambiente (Dungworth, 1993; Lopez, 1995; Tizard, 2000).

Las vias respiratorias superiores estan cubiertas en sus paredes de una capa de
moco producido por células caliciformes y el cual tiene propiedades “antisépticas”,
principalmente debido a que contienen lisozima e IgA. Esta capa mucosa mantiene un
flujo continuo que transporta secreciones desde los bronquiolos hasta la traquea por la
accion ciliar o, en sentido retrogrado, a lo largo de la cavidad nasal, hasta la faringe donde
es deglutido. Las particulas menores de 5 mm pueden evadir este obstaculo mucociliar y
llegar al alvéolo, donde son fagocitadas por macréfagos alveolares. Una vez que estas
células han ingerido con éxito las particulas, migran hacia el sistema mucociliar y también

son transportadas hasta la faringe (Dungworth, 1993; Tizard, 2000).
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6.2. Mecanismos protectores de caracter inmunologico

El pulmoén puede ser dividido en distintos compartimentos linfoides, el parénquima
pulmonar, los espacios broncoalveolares, la lamina propia, los espacios vasculares y el
TLAB (Pabst, 1995). Posee una cantidad considerable de tejido linfoide que se distribuye
de manera difusa en la lamina propia de las vias aereas (zona efectora) o formando
nodulos proximos a las vias aéreas donde forman el TLAB (zona inductora). En las zonas
inductoras tiene lugar el contacto con el antigeno (Ag) y la induccion de respuestas
iniciales. En las zonas efectoras se localizan las células plasmaticas productoras de IgA del

isotipo secretor (McGhee y cols., 1992).

Este TLAB es un tejido linforreticular que se encuentra localizado principalmente
en el interior del angulo formado por la bifurcacion de los bronquios y bronquiolos; dicha
area es especialmente importante dado que impactan gran cantidad de particulas en esta
zona. La estructura histologica del tejido linfoide muestra una morfologia comun en
ambas especies, se parece a las placas de Peyer del intestino delgado, facilita el
atrapamiento antigénico y tiene un papel similar en la inmunidad de las mucosas.
Normalmente se encuentra compuesto de un Unico foliculo linfoide que hace
protuberancia hacia el tracto respiratorio y forma un nodulo, el foliculo linfoide se
extiende desde la submucosa hasta la membrana basal del epitelio respiratorio y establece
contacto directo con la misma. Se suele observar una arteriola pasando junto al foliculo.
Los foliculos linfoides se encuentran compuestos principalmente por linfocitos y pocas
células reticuloendoteliales. El epitelio especializado que cubre los foliculos linfoides esta
compuesto de células columnares que pueden ser cuboidales o aplanadas sobre el nddulo

y que se considera son analogas a las células M de las placas de Peyer y cuya funcion seria
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la de transporte de Ags desde la luz hasta los linfocitos intraepiteliales (los mecanismos de
activacion a nivel de la lamina propia siguen un esquema de cooperacion celular que se
describird méas adelante). Ultraestructuralmente las células epiteliales cuboidales o planas
presentan proyecciones citoplasmicas cortas en vez de cilios en su superficie y se
encuentran conectadas con sus vecinas por medio de interdigitaciones y desmosomas. El
citoplasma es electrodenso y presenta pocas mitocondrias y ribosomas. Muchas células
presentan un nucleo prominente con indentaciones de la membrana nuclear. Las
particulas son fagocitadas y transportadas por macrofagos y células dendriticas
especializadas, esto facilita que los linfocitos tomen contacto con los Ags potencialmente
patdgenos y reacciona con una hiperplasia muy marcada en las enfermedades respiratorias
cronicas (Pankow y Wichert, 1988; Huang y cols., 1990; Pabst y Binns, 1994; Lopez,

1995; Barman, y cols., 1996; Sdnchez-Vizcaino, 2000).

La localizacién del TLAB es en la mucosa y submucosa, sintetiza principalmente
IgA secretoria, en especial en las vias respiratorias superiores. Sin embargo, en los
bronquiolos y en los alveolos, las secreciones contienen una gran proporcion de 1gG, cuya
concentracion tiene un valor intermedio entre las cifras de traquea y suero. En los tejidos
linfoides de las vias respiratorias superiores también se sintetiza una cantidad importante
de IgE. Como en otras superficies corporales, se cree que la IgA de las vias respiratorias
ejerce su accion protectora al evitar la adherencia de las particulas antigénicas, y entre
ellas, de los microorganismos, mientras que IgG sélo parece tener una gran importancia
cuando se produce una inflamacion aguda y la correspondiente trasudacion de proteinas

séricas (Huang y cols., 1990; Busse, 1991; Pabst y Binns, 1994; Tizard, 2000).
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Los microorganismos y Ags complejos llegan principalmente hasta los nédulos
linfaticos del TLAB (zonas inductoras) son incluidos en endosomas por las células
especializadas de la superficie y transferidos intactos al tejido subyacente donde se
encuentran las células linfoides que los procesaran y presentaran a los linfocitos By T
(Inman y Cantey, 1983; Wolf y cols., 1981). En las zonas efectoras también se produce
captacion de Ags, pero mediante mecanismos diferentes. En este caso el Ag puede entrar
por endocitosis a través de las mismas celulas epiteliales o atravesando las llamadas
uniones estrechas o zonulas ocludens (Torres, 1997). La estimulacion antigénica en las
zonas inductoras produce también la induccion de inmunidad sistémica mediante 1gGs e
IgAs circulantes. La inmunidad lactogénica a través de la administracion oral de un Ag fue
demostrada por vez primera por Montgomery y cols. (1974) en conejos. Posteriormente
esto fue corroborado en muchas otras especies animales, incluyendo el cerdo (Saif y
Bohl, 1986). Esto se debe a que las células inducidas por un Ag en el pulmén abandonan
el pulmon via vasos linfaticos y alcanzan la circulacion sistémica a través del conducto
toracico. Finalmente migran hasta las diferentes zonas efectoras, como la lamina propia de

glandulas mamarias, salivares y lacrimales, donde se produce su diferenciacion.

A continuacion se describira las principales celulas que participan en el sistema

inmune pulmonar: macrofagos, células presentadoras de Ag y linfocitos.

6.2.1. Macro6fagos

Los macrofagos derivan de los monocitos sanguineos, que representan un reservorio

circulante, de donde migran a los diversos tejidos convirtiéndose en macréfagos. Son
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células grandes, de alrededor de 15 mm de diametro, con un solo nudcleo que puede ser
redondo, arrifionado o lobulado, un citoplasma abundante, aparato de Golgi desarrollado,
reticulo endoplasmico rugoso, mitocondrias y gran cantidad de lisosomas, muy ricos en
enzimas hidroliticas, proteasas y lipasas; que juegan un papel importante en los procesos
de lisis intracelular que siguen a la ingestion de sustancias e indica su gran capacidad para
sintetizar y secretar proteinas. Lisozima es un ejemplo, es una enzima que se encuentra en
altas concentraciones en los lisosomas de los macrofagos y PMN neutréfilos, en el
aparato respiratorio se encuentra en el moco bronquial, entre otras actividades ataca los
peptidoglicanos de la pared de las bacterias y es una potente opsonina; esta enzima es
marcada mediante IHQ para determinar la presencia de macréfagos y neutréfilos

(Alvarez y cols., 1997; Sanchez-Vizcaino, 2000; Tizard, 2000).

Poseen receptores de la fraccion Fc de la 1gG, y para diversos factores del
complemento. Intervienen en la respuesta inmune captando el Ag, procesandolo y
presentandolo a los linfocitos T especificos. Ademas liberan diversos factores solubles
(IL-1, 1L-6, TNF) que modulan esta respuesta inmune. Por ultimo, median también
funciones efectoras, como la lisis de microorganismos y de células tumorales de forma
directa 0 a través de sus receptores para lgs y factores del complemento (Suter, 1990;
Alvarez y cols., 1997). La sintesis de IL-1 y TNF-a puede dar lugar también a la
secrecion de las proteinas de fase aguda, estimulando la produccion de prostaglandinas y
enzimas proteoliticas, y realzando la infiltracion celular por quimiotaxis y mitosis. La IL-1
también desempefia un papel importante en las respuestas inmunes especificas de Ag,
actuando como sefial temprana en la activacion de los linfocitos T, y participando en la

red de citocinas que regula la diferenciacion de los linfocitos B (Mossmann y Coffman,
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1989; Nash y cols., 1992). Las citocinas juegan un papel dominante en la regulacion de la
capacidad funcional del macrofago durante respuestas inmunes especificas de Ag y no
especificas, en primer lugar como moléculas que influyen directamente en el nivel
funcional de los macrofagos, y en segundo lugar, como las moléculas efectoras de
macréfagos activados (Cao y cols., 1989). Las citocinas pueden regular también la
expresion del Ag de MHC Il en los macrofagos (Nash y cols., 1992) y, puesto que los
receptores de los linfocitos T reconocen el Ag en el contexto del MHC | o I, esta
activacion de los receptores de macrofagos son determinantes para el comienzo y

desarrollo de la respuesta inmune.

Son células que fagocitan con avidez, de ahi el nombre de “fagocitos
mononucleares”. En contraste con los neutréfilos, los macrofagos del sistema fagocitico
mononuclear son capaces de sostener una actividad fagocitica repetitiva. Los macréfagos
se encuentran distribuidos en todo el cuerpo, los inmaduros se encuentran en la sangre
como monocitos (5% de la poblacién leucocitaria sanguinea total), en el tejido conectivo
donde se conocen como histiocitos y en el pulmén macrofago alveolar, entre otros
distribuidos por diversos tejidos. Sin embargo, ésta es solo una de sus funciones, también
procesan y presentan Ags para la preparacion de una respuesta inmunitaria; liberan
mediadores solubles que amplifican la respuesta inmuno-inflamatoria; contribuyen
directamente a la reparacion del dafio tisular mediante la eliminacion del tejido que esta en
proceso de muerte y del dafiado, y asisten en el proceso de regeneracién (Suter, 1990;

Tizard, 2000).
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6.2.2. Células presentadoras de antigeno

Los macrofagos son las células presentadoras de Ag mejor estudiadas, pero no son las
Unicas, las células dendriticas y los linfocitos B, juegan un papel importante. Aunque
todos los macrofagos fagocitan Ags, sélo algunos pueden procesar Ags exdgenos de una
manera que puedan estimular una respuesta inmunitaria. Las células presentadoras de Ag
tienen una familia especializada de receptores proteicos en su superficie, la cual se
denomina Ag MHC (de las palabras inglesas “Mayor Histocompatibility Complex”,
Complejo Mayor de Histocompatibilidad) de clase Il (MHC I1) que en los cerdos se
denomina SLA (de las palabras inglesas “Swine Leucocyte Antigens”, Ags Leucocitarios
Porcinos) de clase 11, a diferencia del resto de células con nucleo que son MHC de
clase I (MHC 1) o SLA | positivas. Para simplificar cuando se hable de MHC en este
texto se estard englobando a ambos, MHC y SLA salvo aviso de lo contrario. Los MHC 11
son proteinas de transporte que fijan fragmentos de Ag y los conducen hasta la superficie
celular, una vez en ella, presentan el Ag a los linfocitos T cooperadores, estas células
reconocen el Ag s6lo cuando estd unido fisicamente a un Ag MHC Il. Pero la
presentacion de un Ag unido al MHC 11 es insuficiente para activar una respuesta
inmunitaria, la célula T debe ser expuesta a proteinas “coestimuladoras” secretadas por el
macrofago, entre las mas importantes se encuentra la IL-1 (Marrack y Kappler, 1986;
Suter, 1990; Alvarez y cols., 1997; Banchereau y Steinman, 1998; Howard y cols.,

1999).

Las células dendriticas se cree que derivan de los monocitos sanguineos, son
células mononucleares con un nucleo arrifionado y citoplasma claro; se localizan en todos

los tejidos, pero se concentran de manera especial en los organos linfoides. Forman una
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extensa membrana interdigitante compuesta de protuberancias citoplasmaticas (dendritas),
que permite un fuerte atrapamiento del Ag (mucho mas eficientemente que el macrofago).
Funcionan de dos formas, en un animal que tuvo un contacto previo con el Ag,
simplemente proporcionan una superficie sobre la cual puede ser presentado el Ag junto
al MHC Il y en los animales con complejos Ag-anticuerpo circulantes, las células
dendriticas son capaces de retener al Ag en su superficie durante mas de tres meses
(Algarra y Garrido, 1998; Banchereau y Steinman, 1998; Howard y cols., 1999). Otra
proteina que es utilizada para marcar las células dendriticas es la proteina S-100
(Sugimura y cols., 1990), es una proteina acida denominada de esta forma porque es

100% soluble en sulfato aménico neutro (Moore, 1965).

Los linfocitos B pueden reconocer el Ag incluso en su forma nativa (Ag libre sin
necesidad de estar asociados al MHC o de haber sido transformados), a través de sus Igs
de superficie sus receptores de anticuerpo, después lo internalizan, lo fragmentan y lo
presentan en asociacion con MHC 11 en su membrana plasmatica. En definitiva, actGa de
forma similar a las otras células presentadoras de Ags, aunque presenta dos diferencias
principales: el Ag puede ser reconocido en su forma nativa y de forma especifica mediante
las 1gs de superficie, y otra que no hay fagocitosis (Suter, 1990; Banchereau y

Steinman, 1998; Sanchez-Vizcaino, 2000).

Sin embargo, algunos Ags que disparan una respuesta inmunitaria no son
fagocitados sino que se originan dentro de la propia célula. Algunos ejemplos de éstos son
glucoproteinas o nucleoproteinas sintetizadas por las células infectadas por virus. La
diferencia del manejo entre estas proteinas y los Ags exdgenos radica en que después de la

fragmentacion se unen a Ags de MHC | y son transportadas a la superficie celular y
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activan a las células citotdxicas que destruyen a dichas células (Suter, 1990; Sanchez-

Vizcaino, 2000; Tizard, 2000).

6.2.3. Linfocitos

Existen dos grandes tipos de linfocitos:

Los linfocitos B son los responsables de la respuesta inmune humoral, se originan en
la médula 6sea, aunque maduran en las placas de Peyer o en la médula Gsea antes de
migrar a los 6rganos linfoides secundarios. Se los localiza en la corteza de nodulos
linfoides, en los foliculos de las placas de Peyer, tejido linfoide asociado al intestino,
TLAB, bazo y en la zona marginal de la pulpa blanca esplénica. S6lo una pequefia

fraccion de los linfocitos sanguineos son B.

Los linfocitos T provienen de la médula Osea a partir de sus precursores
hematopoyéticos, maduran en el timo, luego lo abandonan, se acumulan en el
paracortex de los nodulos linfoides, en la vaina linfoide periarteriolar del bazo, areas
interfoliculares de las placas de Peyer y areas parafoliculares del tejido linfoide
asociado al intestino y TLAB. Son los linfocitos predominantes (80% en sangre
periférica) y son los responsables de la colaboracion para la produccion de anticuerpos

y de los mecanismos de inmunidad celular.

Ademas existe una poblacion de linfocitos que no son T ni B de gran importancia en la

respuesta inmune natural o innata, son los conocidos como células NK (del inglés

“natural Killer”, asesino natural). Probablemente comparten el origen celular con los
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linfocitos T pero no sufren el procesamiento timico, se los encuentra en todos los tejidos

y son escasos en sangre (Suter, 1990; Alvarez y cols., 1997; Tizard, 2000).

6.2.3.1. Linfocitos B

Desde un punto de vista morfoldgico los linfocitos B son indistinguibles de los T, ambos
son células de tamafio pequefio (7-9m) con un ndcleo voluminoso, de cromatina
condensada y escaso citoplasma. Sin embargo existen diferentes marcadores que permiten
diferenciar los linfocitos T de los B, el mas conocido y utilizado es la inmunoglobulina de
membrana, que constituye el receptor especifico de Ag del linfocito B. Estas Igs se
pueden poner de manifiesto con sueros anti—lgs mediante IHQ sobre cortes de tejidos.
Ademas estos linfocitos también expresan receptores especializados en su membrana
(C3b y C3d) y los receptores para el fragmento Fc de las Igs (estos ultimos también
presentes en monocitos, células NK vy linfocitos T activados). También presentan
receptores para factores de crecimiento, IL-4, y cuando estdn activados expresan

receptores para IL-2 (Suter, 1990; Alvarez y cols., 1997; Sanchez-Vizcaino, 2000).

Existen varios estadios de maduracion de los linfocitos B, no dependientes de la
presencia de Ags y que se regulan por factores presentes en el microambiente de los
organos linfoides primarios, donde los centros germinales de los foliculos linfoides son un
sitio crucial donde se desarrollan muchos eventos del desarrollo y diferenciacién de los
linfocitos B. Las células dendriticas intervienen estimulando indirectamente el crecimiento
de linfocitos T cooperadores, aunque tmbién pueden hacerlo directamente y pueden

producir el cambio en el tipo de Igs producido. Los linfocitos B maduros tras el contacto
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con el Ag especifico entran en la fase final de su diferenciacion que conduce a la secrecion
de Igs, este paso de linfocito B a célula secretora (célula plasmatica) se acomparia de la
pérdida de las lgs de superficie y de grandes cambios morfologicos. Las células
plasmaticas presentan una forma redondeada con nucleo esférico, en posicion excéntrica
y con condensaciones de cromatina que recuerdan una rueda de carro. Poseen un aparato
de Golgi y un reticulo endoplasmico rugoso muy desarrollados, en concordancia con su
extraordinaria capacidad de sintesis y secrecién de proteinas. Las células plasmaticas
desarrollan una vida media muy corta, de 2-3 dias, y se localizan fundamentalmente en la
pulpa roja del bazo, cordones medulares de nodulos linfoides, sinusoides de médula dsea;
y en la [amina propia del intestino y tracto respiratorio (Alvarez y cols., 1997; Sanchez-

Vizcaino, 2000; Tizard, 2000).

Después del estimulo antigénico no todos los linfocitos se diferencian en células
plasmaticas. Algunos revierten a linfocitos pequefios de vida larga, son los denominados
linfocitos B de memoria. Estos linfocitos, en respuesta a una segunda exposicion al Ag, se
diferencian rapidamente en células plasmaticas, sintetizando anticuerpos de mayor
afinidad y de isotipos distintos de la IgM, caracteristicos de una respuesta secundaria.
Aunque es preciso recordar que los linfocitos B no son sélo productores de Igs, también

son eficaces células presentadoras de Ag (Alvarez y cols., 1997).

6.2.3.2. Linfocitos T

Los linfocitos T presentan una superficie plana cuando los observamos mediante

microscopia electronica de barrido, mientras que los linfocitos B presentan una superficie
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con madaltiples proyecciones, que corresponden a las Igs de superficie. Estos linfocitos, a
diferencia de los B, que reconocen el Ag en su conformacion nativa a través de las Igs de
superficie, reconocen el Ag una vez procesado y asociado a los Ags propios del MHC.
Pueden dividirse en cooperadores (Th), citotoxicos (Tc) y supresores (Ts), de
acuerdo con su funcion y la expresion de ciertas moléculas de superficie celular (Ags de
diferenciacion) (Marrack y Kappler, 1986; Suter, 1990; Alvarez y cols., 1997; Sanchez-

Vizcaino, 2000).

Los Th producen diferentes citocinas, esto determina que sean divididos en dos

grupos principales, los Thly Th2. Los Thl producen principalmente 1L-2 e Interferon
(IFN)-g, la IL-2 activa principalmente a los linfocitos B, células NK y macrofagos; y el

IFN-g inhibe la actividad de los Th2, estimula a los Thl, activa las células NK vy
macrofagos. Los Th2 producen principalmente I1L-4, IL-5, IL-9, IL-10 e IL-13. La IL-4
estimula el crecimiento y diferenciacion de linfocitos B; la IL -5, estimula el crecimiento de
los linfocitos B y eosindfilos; la IL-9 es un factor de crecimiento de linfocitos T; la IL-10
inhibe a los Thl y suprime la funcionalidad de los macrofagos; y la IL-13, estimula el
crecimiento de los linfocitos B e inhibe a los macrofagos. Pero ademas de las poblaciones
anteriormente descritas existe otro Th, el ThO el cual secreta una mezcla de citocinas que
es representativa de ambos, Thl y Th2. Estas células pueden ser precursores de ambos o

células que se encuentran en transicion entre ambas poblaciones. Secretan IL-2, IL-4, IL-5

e IFN-g algunos linfocitos que secretan IL -2 pueden comenzar a secretar IL-4 después de
la exposicion al Ag, lo que implica que existe un cambio en el fenotipo de Thl a Th2. Las

principales moléculas que controlan este cambio son la IL-4 e IL-12 (producida por
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macrofagos activados, linfocitos B y células dendriticas), cuando se cultivan células en
presencia de IL-4 se convierten en Th2 y cuando se cultivan en presencia de IL-12 se
convierten en Thl. En etapas tempranas del proceso inflamatorio existe una poblacion
mixta de ThO, Thl y Th2; pero si el Ag persiste se produce una polarizacion de la
poblacion hacia Thl o Th2 (Dominguez y Alonso, 1991; Brown y cols., 1994;

Murtaugh, 1994; Banchereau y Steinman, 1998; Rissoan y cols., 1999).

Para comprender mejor este y otros apartados es conveniente ver el Anexo: Tabla

resumen de las citocinas citadas en la revision bibliografica, sus células blanco y actividad.

6.2.3.3. Células NK

Las celulas NK presentan una actividad citotoxica frente a células infectadas por virus y
células tumorales, aunque no las reconocen por un estimulo antigénico especifico (las
células NK no expresan TcR), ni esta restringida por el MHC, como ocurre con los
linfocitos T (CD8). Sus mecanismos de activacion se inician al reconocer directamente
células que no expresan adecuadamente el MHC, como ocurre en la mayoria de las células

infectadas por virus. Por otra parte, liberan mediadores solubles (linfocinas), tales como
TNF e IFN-g lo que permite la estimulacion de diferentes mecanismos linfocitarios. Esta

poblacion celular se encuentra en mayor proporcion en los animales jovenes, lo que indica
que el papel de las células NK parece estar mas ligado a los mecanismos de respuesta
natural o innata y no a los mediados por estimulacion antigénica especifica (inmunidad

adquirida) (Sanchez-Vizcaino, 2000; Tizard, 2000).
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6.3. Receptores de superficie de los linfocitos

Los estudios del sistema inmune se han incrementado durante los ultimos afios, en
particular las metodologias de purificacion proteica y el uso de anticuerpos monoclonales
desarrollados frente a moléculas de la superficie de los leucocitos, ha generado
informacién de las poblaciones leucocitarias y sus interacciones. Estos anticuerpos
monoclonales especificos han cambiado la forma de estudiar el sistema inmune, como
resultado estas células pueden ser clasificadas, aisladas y estudiadas por sus propiedades

funcionales (Lunney, 1993; Saalmdller, 1996).

Los receptores son proteinas, se localizan en la superficie celular, lo cual les
permite desempefiar una funcion fisioldgica. Los linfocitos necesitan receptores para las
células presentadoras de Ag asi como para numerosos factores que regulan la respuesta
linfocitaria. Los receptores mas importantes en los linfocitos B y T son los receptores de
Ag, denominados BcR (del Inglés “B cell Receptor”, receptor de células B) y TcR (del

Inglés “T cell Receptor”, receptor de células T), respectivamente (Tizard, 2000).

La tecnologia de los anticuerpos monoclonales ha permitido caracterizar muchas
moléculas de superficie que se expresan de forma restringida en diferentes poblaciones
linfocitarias. Estas moleculas denominadas Ags de diferenciacion se identifican por las
siglas CD, del inglés “Cluster of Differentiation”, sequida de un ndmero (Suter, 1990;

Alvarez y cols., 1997; Sanchez-Vizcaino, 2000).

En los linfocitos B, los BCR consisten en moléculas de anticuerpo que se unen a la
membrana celular de manera que puedan ser capaces de fijar el Ag a la superficie del

linfocito. Los linfocitos T no portan anticuerpos de superficie, esto aporta una
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herramienta para la distincion entre linfocitos B y T. Existen dos tipos de receptores para

el Ag denominados TcRa-b y TcRg-d, la mayoria de los linfocitos periféricos expresan

receptores TcRa-b, estos receptores reconocen el Ag sobre la superficie de otras células,
siempre dentro del contexto de moléculas del MHC (Arnaiz y cols., 1998; Sanchez-

Vizcaino, 2000).

Los linfocitos con TcRgd han sido identificados en un principio s6lo en los

rumiantes en alta proporcion de los linfocitos T circulantes CD4- CD8- (Clavers y cols.,
1990), aunque luego se han descrito en los cerdos, hay diferentes formas de TcRgd

basadas en la isoforma de la cadena g siendo estos linfocitos una significativa
subpoblacion del grupo de linfocitos T circulantes (Carr y cols., 1994; Saalmduller,
1998). En un trabajo realizado por Caro y cols. (1998) observaron en cabras de diferentes
edades que el porcentaje de linfocitos TcRg-d disminuian con la edad (desde 20,6%=1
semana de edad, hasta 3,8%=3 meses de edad) en concordancia con lo observado en
rumiantes por Wyatt y cols. (1994). Algunos autores relacionaron tales disminuciones
con la capacidad funcional de esta poblacion de brindar una inmunidad celular temprana a
los animales jovenes que no poseen todavia un sistema inmunitario maduro de linfocitos
TcRa-b (Hein y Mackay, 1991). Se localizan preferentemente en piel e intestino, aunque
han sido localizados en el bazo, nddulos linfaticos, TLAB, etc. de bovinos, cabras y
cerdos, aunque en comparacion con otras especies en el cerdo se sabe mucho menos
(Bonneville y cols., 1988; Itohara y cols., 1990; Carr y cols., 1994; Binns, 1994;

Thomey cols., 1994; Mathy y cols., 1997; Caro y cols., 1998).
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CD2: es un péptido, todos los timocitos expresan el Ag, son las moléculas de
adhesion primaria que contribuyen a potenciar la afinidad de unién del linfocito T a las
células presentadoras de antigeno (Ag). Ademas es utilizado para diferenciar linfocitos T
de B dado que en cerdos produce la adhesion de hematies de oveja formando rosetas

(Saalmdller y Bryant, 1994; Arnaiz y cols., 1998; Sdnchez-Vizcaino, 2000).

CD3: la mayoria de los linfocitos T periféricos lo expresan, es el término colectivo
que se da a un complejo de siete cadenas peptidicas que forman una parte integral del
complejo TcR y esta presente en todos los linfocitos maduros y cuya funcién es transmitir
la sefial de activacion a través de la membrana a causa del reconocimiento antigénico.
Ademas, los linfocitos T portan otros receptores asociados al complejo CD3 que
permiten diferenciarlos entre dos poblaciones principales: CD4 y CD8 (Suter, 1990;
Arnaiz y cols., 1998; Tizard, 2000). Estudios realizados por Ramos-Vara (1992 y 1994)
demostraron, mediante IHQ sobre tejidos fijados en formol, embebidos en parafina y
tratados con pronasa, que un anticuerpo policlonal anti-CD3 de humano obtenido de
conejo puede reconocer especificamente a poblaciones linfoides de tipo T de diferentes

especies animales, entre ellas la caprina y porcina, tal como lo hace en el humano.

CD4: es una Unica cadena proteica de superficie celular que se encuentra asociada
al TcR y el CD3, caracteristica de los Th. En los linfocitos T, CD4 es la molécula que se
une a las moléculas MHC 11 en la superficie de las células presentadoras de Ag (Suter,
1990; Saalmuller y Bryant, 1994; Arnaiz y cols., 1998). Center y cols. en 1996,
observaron que la IL-16 es el ligando para el CD4, este hecho puede ayudar a un mayor

conocimiento de la actividad de este receptor.
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CD8: consiste de dos cadenas peptidicas de superficie celular unidas por puentes
disulfuro que forman un solo receptor, que se encuentra asociado al TcR y al CD3, y se
asocia con linfocitos T con funcion supresora/Zcitotoxica. Se une a los Ags MHC clase |,
esto hace posible que los linfocitos T se unan a casi todas las demas células nucleadas del
organismo. También las células NK también expresan una escasa cantidad de CD8
(Suter, 1990; Saalmuller y Bryant, 1994; Saalmduller y cols., 1994; Arnaiz y cols.,

1998).

La expresion de Ags CD4 6 CD8 guarda relacion con el reconocimiento del Ag en
asociacion con los Ags MHC Il 6 | respectivamente y se pueden distinguir dos
subpoblaciones de linfocitos T con funciones reguladoras o efectoras distintas. En
general, los linfocitos CD4+ cooperan (Th) con el resto de las células del sistema inmune
(linfocitos T, B y macrofagos) para facilitar su respuesta y son los responsables de las
reacciones de hipersensibilidad retardada, mientras que los linfocitos CD8+ se encargan de
la actividad citotoxica (Tc) y supresora (Ts), de manera que cuando desarrollan su
actividad Tc al interactuar con el MHC | son capaces de actuar contra cualquier célula del

organismo (Minguez y cols., 1988; Suter, 1990; Alvarez y cols., 1997).

Especialmente en los porcinos existe un alto porcentaje de la poblacion de
linfocitos de sangre periférica que son CD4+ CD8+ (10-60%), aunque en las placas de
Peyer se los ha localizado en mucha menor proporcion (10% aproximadamente) al igual
que en los linfonddulos peribronquiales. Se sabe relativamente poco de esta poblacion de
linfocitos, aunque se conoce que aumentan en proporcion con la edad del animal, son
linfocitos maduros ya que son notablemente diferentes morfoldgicamente de los

linfocitos inmaduros, expresan el MHC 1l, por lo tanto son potencialmente células

Javier E. Sarradell



Revision Bibliografica 87

presentadoras de Ags, hay muchas evidencias que indican que pueden representar una
poblacion de linfocitos CD4 que han adquirido el CD8 luego de una exposicion
antigénica. Se consideran linfocitos de memoria debido a que responden mas rapidamente
que otros linfocitos al estimulo antigénico y migrarian por la circulacion linfatica hacia
otros tejidos luego de la estimulacion antigénica en las mucosas (Pescovitz y cols., 1994;
Thome y cols., 1994; Zuckermann y Gaskins, 1996; Zuckermann y Husmann, 1996;

Zuckermann, 1999; Davis y Hamilton, 1998).

Las células NK porcinas reaccionan con los anticuerpos monoclonales frente a
linfocitos T porcinos de los grupos CD2 y CD8, pero no con los CD3, CD5 y CD6
(Sanchez-Vizcaino, 2000). CD5 nos ayuda a discriminar las células NK de los Tc CD8+

porque estos ultimos son CD5+ (Saalmdiller y Bryant, 1994).

6.4. Consecuencias biologicas

Se necesita la interaccion de tres células para que ocurra una respuesta inmunitaria
efectiva: una célula presentadora de Ags, un linfocito T efector (la célula que en
realidad regula la respuesta) y un Th CD4+. Las células efectoras pueden ser linfocitos B
si se dispara la formacion de anticuerpos o Tc CD8+ si se dispara la inmunidad mediada
por células. Aunque en el caso especial de los linfocitos B pueden reconocer el Ag,
incluso en su forma nativa a traves de sus Igs de superficie. Posteriormente el Ag es
internalizado, fragmentado, asociado al MHC 11 y expresado en la membrana del propio
linfocito B, si se encuentra el estimulo adecuado de un Th CD4+, se podra iniciar la

produccién de lgs (Sanchez-Vizcaino, 2000; Tizard, 2000).
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La célula presentadora de Ags fija fragmentos de Ag junto al MHC Il y los
conducen hasta la superficie celular, una vez en ella, presenta el Ag al Th, pero la
presentacion de un Ag unido al MHC Il es insuficiente para disparar una respuesta
inmunitaria, el linfocito T debe ser expuesto a proteinas “coestimuladoras” secretadas por
la célula presentadora de Ags y la mas importante se denomina IL-1. La IL-1 se une a su
receptor sobre un Th e induce la secrecion de varias proteinas diferentes, estas incluyen la
IL-2 que se une a los receptores en las células efectoras, induciéndolas a proliferar y pasar
de la forma Gy a la fase S del ciclo celular. Al mismo tiempo, las células efectoras pierden
sus receptores de Ag. Una vez que un numero critico de receptores de IL-2 contienen IL-
2, sobrevienen la sintesis de ADN y la mitosis. La activacion de TcR por el Ag activa
aproximadamente al 50% de las células en un periodo que va de 30 a 120 minutos. Si el
estimulo antigénico persiste, la presencia continua de IL-2 sera suficiente para estimular
una division repetida de las células T efectoras. Por lo tanto, la activacion de células T es
un proceso de dos etapas. EI Ag lleva a la célula efectora del estado de reposo al Gi. La
IL-2 lleva de G: a S y la mantiene en un estado estimulado. La IL-2 estimula la
proliferacion de la célula que la produce (efecto autocrino), asi como la de las células
cercanas (efecto paracrino). En ausencia de una cantidad suficiente de Ag, ocurre la
reexpresion de CD3/TcR y el nimero de receptores de IL-2 disminuye. Todo el proceso
trae aparejado como consecuencia que los linfocitos T efectores que responden a los
Th, a medida que se van dividiendo, se diferencian en poblaciones de linfocitos T
efectores y memoria (Tizard, 2000). Los linfocitos T CD8* memoria se encuentran

programados para responder rapidamente sin tener que realizar una expansion clonal y
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diferenciacion, y reaccionan secretando principalmente IFN-g e IL-2 en el caso de una

estimulacion antigénica (Cho y cols., 1999).

Un Tc CD8+ activado puede migrar de los érganos linfoides para unirse a la célula
blanco que presente un Ag unido al MHC | y provocar su apoptosis mediante la accion de
proteinas denominadas perforinas, que al polimerizarse pueden insertarse en las
membranas de las células blanco y producir la lisis celular (Carter y Dutton, 1995) y
granulisinas que reducen la viabilidad de bacterias, hongos y paréasitos “in vitro” mediante
una alteracion de la integridad de la membrana (Stenger y cols., 1998). Aunque ademas
se han propuesto un gran nimero de factores que colaboran en los mecanismos por los
que los monocitos son capaces de matar microorganismos, entre los que se incluye la
generacién de oxido nitrico y la produccion de radicales libres de oxigeno entre otros

factores que no se analizaran en esta revision (Tizard, 2000).

No obstante existen otros mecanismos de citotoxicidad celular mediada por
anticuerpos, donde células con receptores para Fc de lgs (monocitos, eosinofilos,
neutrofilos, linfocitos B y células NK) se unen a células tapizadas por las Igs favoreciendo
la fagocitosis y/o la degranulacion enzimatica. Finalmente, la respuesta inmune mediante
anticuerpos se desencadena, como se detalld6 en apartados anteriores, mediante la
colaboracién entre los linfocitos B y los CD4+ se produce al contactar ambas células
gracias al MHC y al Ag, asi como a la liberacion de linfocinas, sobre todo la IL-4; de esta
forma la produccion de anticuerpos se inicia con la IgM y después, si persiste el estimulo

antigénico, cambiara la region constante de las cadenas mu (IgM) por las gamma (I1gG)
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ypsilon (IgE) o alfa (IgA), pero conservara sus regiones variables (las que se unen al Ag)

originales (Babin, 1991; Sanchez-Vizcaino, 2000).

La Figura (Fig.) 1 puede ayudar a comprender mejor como se desencadenan los

distintos procesos de las respuestas inmunes y sus consecuencias:

6.5. Redes de regulacion de la respuesta inmunitaria

La respuesta inmune celular y humoral, a la vez que son esenciales para la proteccién del
organismo, pueden causar dafios serios si actian de manera incontrolada. Desde hace
muchos afios se @be que las actividades mentales, en especial el estrés, influyen de
manera importante en la resistencia a algunas enfermedades infecciosas. Durante el estrés
se liberan neuropéptidos, como encefalinas y endorfinas que pueden unirse a receptores
de los linfocitos e influir en su actividad. Otros neuropéptidos que pueden modificar al
sistema inmunitario son la hormona adrenocorticotropa, oxitocina, péptido intestinal

vasoactivo, somatostatina, prolactina, sustancia P y noradrenalina (Tizard, 2000).

La regulacion celular de la respuesta puede estar determinada por Ts CD8*y
probablemente también por funciones antagonistas de las dos poblaciones de Th (Thl
y Th2). Sin embargo, los linfocitos T CD8* también pueden secretar mezclas de citocinas
tipicas de las células Thl o Th2, de tal forma que una célula CD8+ secretora de IL-10
podria ser una célula supresora eficaz. Cada poblacion de células supresoras también
puede actuar en diferentes puntos de la respuesta inmunitaria; la complejidad del sistema
aumenta por una serie de vias de retroalimentacion negativa y positiva que aseguran que el

sistema funcione a su nivel apropiado (Tizard, 2000).
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Fig. 1. Esquema de las principales citocinasy células que en intervienen en la respuesta inmune humoral y celular.
CPA: Célula Presentadora de Antigenos. Las flechas negras indican la diferenciacién o activacion de las células. Las flechas discontinuas indican efectos
positivos y las que poseen ¥3%indican efecto inhibitorio. Las flechas grises indican que las citocinas son producidas por dicha célula.

(Brown v cols., 1994: Banchereau y Steinman, 1998; Osterrieder y Wolf, 1998; Rissoan vy cols., 1999; Tizard, 2000).



MATERIAL Y METODOS



Material y Métodos 93

1. Obtencion de las muestras

Las muestras de pulmones necesarias para la realizacion de este trabajo se obtuvieron de

pulmones procedentes de:

1.1. Cabritos infectados experimentalmente

Para el experimento se utilizaron 12 cabritos de
3 meses de edad (Fig. 2), que se retiraron de su
madre inmediatamente después del nacimiento
de una granja de produccién caprina de Gran

Canaria en la que nunca se habian diagnosticado

cuadros clinicos asociados a micoplasmas. Se
los alojo en el Area de Animales para Inoculacidn de la Facultad de Veterinaria-ULPGC,
separados en tres habitaciones (inoculados con M. agalactiae, M. bovis y controles). Se
realiz6 una inspeccion clinica de los animales y se obtuvo en tres ocasiones muestras de
moco nasal, hisopos de nasofaringe y muestras de sangre de todos los cabritos para
estudios microbioldgicos y seroldgicos rutinarios (Real y cols., 1994; Ball y cols., 1997,

Rodriguez y cols., 1996a).

Se vacuno a los cabritos (Fig. 3) en dos
ocasiones a los 21y 7 dias antes de la inoculacion
de acuerdo con el protocolo detallado en la Tabla

3, utilizando M. agalactiae (aislado 123/97)
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completo inactivado, M. bovis (aislado MC1750) completo inactivado (ambas preparadas
en la Unidad de Epidemiologia, Medicina Preventiva y Policia Sanitaria de la Facultad de
Veterinaria de la Universidad de Las Palmas de Gran Canaria). Los cultivos utilizados para
la elaboracion de las vacunas se encontraban en fase logaritmica, se cultivaron a 37°C en
medio pH (Kirchhoff y Rosengarten, 1984), se centrifugaron y lavaron 3 veces en
Solucion Salina Tamponada con Fosfato (PBS) y se inactivaron con formol al 0,4%.
Asimismo, utilizamos un preparado protéico (5D8-6C7) producido en el Laboratorio de la
VSD (Veterinary Science Division, DANI, Belfast, UK.) consistente en una mezcla de dos
proteinas de membrana comunes a ambas especies de micoplasmas y purificadas

mediante columnas de afinidad empleando anticuerpos monoclonales.

Los cabritos se inocularon simultaneamente por via intranasal e intratraqueal con
un cultivo fresco de M. agalactiae cepa 123/97 procedente de Gran Canaria (n= 5) o M.
bovis cepa MC1750 procedente de Irlanda del Norte (n=5) (Tabla 3), dichas cepas se
cultivaron en medio pH y se almacenaron a —70°C. Para su uso se diluyeron 10-1 en
medio pH para obtener 10 mililitros (ml.) de solucion total, se incubaron durante 24 horas
en estufa a 37° C en atmosfera enriquecida con un 5% de CO: para su posterior

inoculacion.

Se realizaron 2 inoculaciones consecutivas con un total de 3 x 10° Unidades
Formadoras de Colonias (UFC) cada una. Se utilizaron dos cabritos control (n°11 y n°12),
a los que se les inoculd en dos ocasiones simultaneamente por via intranasal e
intratraqueal con 10 ml. del mismo medio de cultivo estéril utilizado para el crecimiento

de micoplasmas.
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Los animales se sacrificaron mediante sedacion profunda con tiobarbital via
endovenosa y desangrado a los 14 y 21 dias postinfeccion segun el protocolo de la Tabla

3.

Tabla 3: Protocolo de Inoculacion

Numero de Animal Vacunacion Inéculo Sacrificio (dpi)
12 | M. agalactiae inactivado M. agalactiae
3,4 5D8-6C7 M. agalactiae 21
5 PBS M. agalactiae 21
6,7 M.hovis inactivado M. bovis 14
8,9 5D8-6C7 M. bovis 21
10 PBS M. bovis 21
11 PBS MCE 14
12 PBS MCE 21

dpi: dias postinfeccion. MCE: Medio de cultivo estéril.

Se realiz6 la necropsia completa de todos los cabritos y se tomaron muestras de
traquea y pulmén para el examen histopatologico, ultraestructural, IHQ (parafina y

congelacion), microbioldgico y serologia.

Las muestras para microbiologia se tomaron de traguea y pulmén en el momento
de la necropsia en placa de petri estéril. Ademas, se recogid sangre para serologia
mediante ELISA indirecto para la deteccion de anticuerpos contra M. agalactiae y M. bovis;

y microbiologia mediante cultivo en medio de micoplasma.
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1.2. Cerdos de matadero con lesiones caracteristicas de NEP

Se tomaron muestras de pulmon para el examen
histopatoldgico, IHQ, microbiologico y ultraestructural
de 56 pulmones de cerdos enviados al Matadero Insular
de Las Palmas. Se escogid la region craneoventral de

pulmones que presentaron lesiones compatibles

macroscépicamente con NEP (Fig. 4). En el estudio
estructural se descartaron los animales que presentaron indicios de bronconeumonia
exudativa 0 neumonia lobar, especialmente con necrosis o formacion de abscesos, que

indicaban la presencia de infecciones bacterianas concomitantes.
Las muestras se seleccionaron nuevamente quedando 25 animales sobre la base de:

- presencia de lesiones indicativas de NEP y no presencia de indicios de contaminacion

bacteriana secundaria,

- ausencia de reaccion positiva a la técnica de impregnacion argentica de Warthin-Starry
(W-S) (Luna, 1968), utilizada para la demostracion de CAR (Cilia-Associated

Respiratory) bacillus,

- deteccién mediante IHQ de M. hyopneumoniae con reaccion granular, no filamentosa,

presente en el apex de los cilios o en el espacio interciliar de bronquios y bronquiolos,
- aislamiento de M. hyopneumoniae,

- ausencia de aislamiento de bacterias patdgenas en el aparato respiratorio porcino.
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Como controles negativos se emplearon 4 muestras seleccionadas entre 16 de la
region craneoventral del pulmén de cerdos enviados al Matadero Insular de Las Palmas

que no presentaron:

- lesiones neumanicas (macroscopicamente y microscopicamente),

- reaccion positiva a la técnica de impregnacion argéntica de W-S (Luna, 1968),
- reaccion IHQ positiva frente a M. hyopneumoniae,

- aislamiento de micoplasmas o bacterias patdgenas en el aparato respiratorio del

ganado porcino.

Para descartar la posible accion patogena del virus del Sindrome Respiratorio y
Reproductivo Porcino y de Aujeszky se realizaron las técnicas de IHQ con los

anticuerpos indicados en la Tabla 5.

2. Procesamiento laboratorial
2.1. Técnicas de histologia de rutina

Se tomaron muestras de tejido de 1 cm. de espesor, se fijaron en formol tamponado al
10% durante 24-48 horas, se procesaron segun el método habitual para MO en un
procesador automatico de tejidos (eica TP-1050, Leica Instruments Gmbh, Nussloch,
Germany), se incluyeron en parafina y se cortaron con un microtomo (Leica RM 2135,
Leica Instruments Gmbh, Nussloch, Germany) a 4 mm para tincion de rutina

Hematoxilina y Eosina.
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2.2. Estudio ultraestructural

El estudio ultraestructural se llevd a cabo en el Servicio Central de Apoyo a la

Investigacion de la Universidad de Cordoba.

Para Microscopia Electrénica de Transmision (MET), la fijacion de los pulmones
se realizd en glutaraldehido al 2,5% en solucién tampon fosfato segln el proceder de

Sabatini y cols. (1963), luego se siguié el siguiente protocolo (con refijacién en
tetradxido de osmio y posterior inclusion en epoxi-resinas — Epon 812 y DurcupamO

ACM, Fluka, Steinhein, Switzerland):

Ler dia: Frigorifico (lunes):

Troceo de las muestras,

Solucion lavadora de agua bidestilada, 3 pases de 15 minutos,

Refijacion con tetradxido de osmio al 2% en tampon fosfato, durante 2 horas,

Solucién lavadora de agua bidestilada, 3 pases de 10 minutos,

Deshidrataron en una escala ascendente de acetonas,
2do dia: Temperatura ambiente agitando (martes):
- Acetona 90 (2 lavados rapidos) y luego 40 minutos,

- Acetona 100 durante 30 minutos y acetona 100 con sulfato de cobre durante 30

minutos,

- Oxido de propileno, dos pases de 15 minutos,
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- Oxido de propileno 3:1 parte mezcla A, 2:2 parte mezcla A y 1:3 parte mezcla A

durante 45 minutos cada uno,

- En estufa a 50° mezcla A durante 1 hora, cambio la mezcla A y dejar durante 1 hora

mas,
- En estufa a 60° mezcla A durante toda la noche,

3er dia: Estufa a 60° (miércoles):

- En estufa a 60° en mezcla B durante 48 horas como minimo,

4t dia: Sacar de la capsula (lunes):

5t dia: Esperar 24 horas para su tallado:

mezcla “A” mezcla “B”
mezcla A/M* 10 c.c. mezcla A/M
mezcla B* 10 c.c. mezcla B
mezcla D* 2 gotas mezcla D
mezcla C*

10 c.c.

10 c.c.

2 gotas

6 gotas

(*A/M, B, C y D son productos comerciales de la casa DurcupanO ACM, Fluka,

Steinhein, Switzerland)

De los bloques obtenidos se realizaron cortes de 0,5 a 1 micrémetro de grosor

(semifinos), que se tifieron con la técnica de Azul de Toluidina, utilizdndose para el

estudio estructural y como control para la seleccién de areas que incluirian en el estudio

de microscopia electronica. De los bloques se realizaron, posteriormente, cortes de 50
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nandémetros de grosor (cortes finos), que se contrastaron

con acetato de uracilo y citrato de plomo.

Para la realizacion de los cortes finos se utilizé un
ultramicrotomo LKB, Bromma modelo Ultratome Nova,
empleando cuchillas de vidrio y diamante. Para el estudio
ultraestructural, los cortes se observaron y fotografiaron

con un MET Philips CM 10 (Fig. 5).

2.3. Técnica histoquimica

Fig. 5

Para la demostracion de CAR-bacillus se utilizo la técnica de WS (Luna, 1968)

sobre cortes histologicos de traquea y bronquios fijados en formol. Dicha técnica se

describe a continuacion:

1. Se realizan soluciones de Nitrato de Plata al 1%, Gelatina al 5%, e Hidroquinona al

0,15%, utilizando como solvente agua acidificada, previamente elaborada afadiendo

una solucién de acido citrico al 1% a 1 litro de agua bidestilada hasta conseguir un pH

de 4,0. Estas soluciones se mantienen inmersas en agua a 54°C.

2. Simultaneamente se coloca en estufa a 43°C una solucién de Nitrato de Plata al 0,5%

en la que se incuban los cortes durante 30 minutos.

3. Cuando salga de la estufa se tendra ya preparada una mezcla a 54°C de las siguientes

cantidades de los reactivos del apartado 1: Nitrato de Plata (1%), 1,5 ml.; Gelatina

(5%), 3,75 ml. e Hidroquinona (0,15%), 2,0 ml.
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Se procede a colocar el tejido sobre la solucion.
4. Controlar bajo microscopio la coloracién obtenida, mediante un control positivo.
5. Lavar con agua bidestilada precalentada a 56°C.
6. Enjuagar en agua destilada.
7. Deshidratar, aclarar y montar.

La interpretacion de la técnica se realizé teniendo en cuenta la presencia o no de
bacterias, filamentosas, alineadas perpendicularmente sobre la superficie del epitelio
traqueobronquial, situadas entre los cilios y que igualmente se pueden observar en el

exudado luminal de las vias respiratorias.

2.4. Valoracioén microscopica de las lesiones

La clasificacion de las lesiones pulmonares observadas al microscopio 6ptico se realizé
segun el criterio de evaluacion semi-cuantitativo propuesto por Livingston y cols.
(1972), basado en la intensidad de las lesiones exudativas a nivel broncopulmonar y en la

hiperplasia del TLAB:
Lesiones (-): negativa.

Lesiones (+): Uno o mas nodulos linfoides a nivel de la submucosa bronquial pero sin

penetrar en la capa muscular de la mucosa.

Lesiones (++): Uno 0 mas nodulos linfoides que se extienden a través de la muscular de
la mucosa, y escaso infiltrado inflamatorio, tanto a nivel septal como en luces bronquiales

y alveolares (PMN neutrofilos). La pared alveolar esta, por lo general, poco engrosada.
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Lesiones (+++): Hiperplasia linfoide perivascular y peribronquiolar con numerosas
células septales y PMN neutrofilos en las luces alveolares. En las areas afectadas, el

bronquio contiene, generalmente, un acumulo masivo de PMN neutrofilos.

Lesiones (++++): Hiperplasia linfoide perivascular y peribronquiolar intensa, en amplias
areas del parénquima pulmonar. El infiltrado septal e intraluminal (macréfagos y PMN

neutréfilos) es escaso, y se puede observar edema alveolar en las areas afectadas.

2.5. Procesamiento de muestras congeladas para Inmunohistoquimica

Para la realizacion de técnicas de IHQ en muestras congeladas se tomaron muestras de
0,5x1x1 cm., se incluyeron en O.C.TO (Optimal Cutting Temperature, Tissue-TekO,
Sakura Finetek Europe B.V., Zoeterwoude, The Netherlands), se las sumergid en un
recipiente con 2-metilbutano (Merk, Darmstadt, Germany) el cual se encontraba
sumergido en nitrogeno liquido para lograr una congelacion rapida del tejido. Las
muestras congeladas se almacenaron a —80° C hasta que fueron cortadas con criostato
(Reichert-Jung, 2800 Frigocut N, Germany), a —24° C y 7 mm de grosor, los cortes se
secaron a temperatura ambiente durante 40-60 minutos y se fijaron en acetona a 4° C
durante 5 minutos, posteriormente se secaron a temperatura ambiente durante 30 minutos
y colorearon rutinariamente con Hematoxilina y Eosina para la seleccion de los cortes
incluidos en el estudio inmunohistoquimico. Otros cortes se almacenaron envueltos en

papel de aluminio a—80° C para la posterior realizacion de las técnicas de IHQ.
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2.6. Técnica Inmunohistoquimica

Para la realizacion de las técnicas IHQs se utilizé el método de Avidina—Biotina—

Peroxidasa (ABC) (Navarro y cols., 1996), con algunas modificaciones tanto para

muestras incluidas en parafina como para muestras congeladas.

Sobre estos cortes y sobre los correspondientes controles positivos se realizo la

demostracion de Ags de micoplasmas y de diferentes poblaciones celulares utilizando la

técnica de IHQ, descrita a continuacion con diferencias para cortes incluidos en parafina 'y

en congelacion:

Muestras incluidas en parafina:

los tejidos se cortaron a 3 mm, se montaron en portas cubiertos de Poly-L-lysina
(Sigma Chemical Company, St. Louis MO, USA) para evitar el desprendimiento del
tejido durante la realizacion de las técnicas y se incubaron durante 24 - 48 horas en

estufa a 37° C;
desparafinado mediante tres pases en xilol de 10, 5 y 5 minutos respectivamente;
alcohol 100°, durante 5 minutos;

inhibicion de la peroxidasa enddgena, con una solucion de peréxido de hidrégeno al

3% en metanol durante 30 minutos en agitacion suave;

inicio de la rehidratacibn mediante tres pases por alcohol 100° 96° y 70°,

respectivamente, de 5 minutos cada uno;
2 lavados en agua destilada de 5 minutos cada uno;

lavado con PBS pH 7,2 durante 5 minutos en agitacion;
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- desenmascaramiento antigénico con Pronasa (Sigma Chemical Company, St. Louis

MO, USA) al 0.1 % en PBS durante 3-10 minutos;
- 3lavados en PBS de 3 minutos cada uno en agitacion.
Inicio de la técnicade IHQ b
Muestras congeladas:

- descongelado de la muestra desenvolviéndola del papel aluminio en el que estaba
almacenada y dejandola secar a temperatura ambiente frente a un ventilador durante

20-30 minutos;
- segunda fijacion con cloroformo durante 20-30 minutos a temperatura ambiente;

- secado de las muestras a temperatura ambiente frente a un ventilador durante 20-30

minutos;
- 3lavados en PBS de 5 minutos cada uno en agitacion;

- inhibicion de la peroxidasa enddgena mediante el tratamiento con Fenil-hidrazina
(Sigma Chemical Company, St. Louis MO, USA) 0.2% diluida en PBS durante 40

minutos en agitacion;
- 3lavados en PBS de 5 minutos cada uno en agitacion.

Inicio de la técnicade IHQ b
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P TécnicadelHQ:

- incubacién en camara himeda con suero normal de la especie en que fue creado el

suero secundario diluido al 10% en PBS durante 30 minutos;

- incubacion con el correspondiente antisuero primario en camara himeda, 2 horas en
estufa a 37°C o 18 horas a 4°C. Los sueros empleados, la dilucion y los fijadores en
que fueron empleados se muestran en Tabla 4 y 5. Los sueros primarios se diluyeron
en todos los casos en PBS conteniendo un 1% de suero normal de la especie en que

fue creado el suero secundario;

Tabla 4: Relacion de anticuerpos primarios usados en las técnicas IHQs sobre

pulmones caprinos.

Anticuerpo Especificidad Fuente Dilucion Fijador
5A10, M. bovis/agalactiae VSD 1:1000  Formol
295, M. bovis/agalactiae VSD 1:1000 Formol
Anti-lisozima, Lisozima DAKO 1:500 Formol
Anti-S-100, S-100 DAKO 1:500 Formol
MAC 387, Ag Mieloide/Histiocitico DAKO 1:100 Formol
Anti-CD3, CD3 DAKO 1:500 Formol
GC5A10, CD4 VMRD 1:50 Congelacion
CACTS80C, CD8 VMRD 1:100 Congelacion
H42A, MHC 11 VMRD 1:10 000 Congelacion
CACTB6A, TcR g/d VMRD 1:200 Congelacion
Anti-lgG—Caprino, lgG—Caprino DAKO 1:100 Formol
SWAG/sIgA, IgA—Caprino Nordic 1:1000 Formol

1 Anticuerpo Monoclonal. ,: Anticuerpo Policlonal. VSD: Veterinary Science Division, DANI, Belfast, UK. DAKO:
Dako, Glostrup, Denmark. VMRD: Veterinary Medical Research and Development, Pullman Inc., Pullman, USA..
Nordic: Nordic Immunological Laboratories, Tilburg, The Netherlands.
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Tabla 5: Relacion de anticuerpos primarios usados en las técnicas IHQs sobre

pulmones porcinos.

Anticuerpo Especificidad Fuente  Dilucion Fijador
Anti-Aujeszky, Aujeszky uco 1:80 Formol
SDOW17, PRRS (cepas americana y DVS 1:1000 Formol
europea)
1AC7, PRRS (cepa europea) Ingenasa 1:250 Formol
Anti-M.hyopneumoniae, M. hyopneumoniae DVL 1:1000 Formol
Anti-lisozima, Lisozima DAKO 1:500 Formol
Anti-S-100, S-100 DAKO 1:500 Formol
MAC 387, Ag Mieloide/Histiocitico =~ DAKO 1:200 Formol
MCA 1155, CD2 Serotec 1:250 Congelacion
Anti-CD3, CD3 DAKO 1:100 Formol
74-12-4, CD4 VMRD 1:300 Congelacion
MCA 1223, CD8 Serotec 1:100 Congelacion
MCA 1335, MHC 11 Serotec 1: 100 Congelacion
Anti-IgG, IlgG-Porcino Sigma 1:400 Formol
GASw/IgA(Fc), IgA—Porcino Nordic 1:1000 Formol

1 Anticuerpo Monoclonal. »: Anticuerpo Policlonal. UCO: Facultad de Veterinaria, Universidad de Cérdoba. DVS:
Department of Veterinary Science, South Dakota State Univ. USA. Ingenasa: Ingenasa, Madrid, Espafia. DVL.:
Danish Veterinary Laboratory, DK-1790 Copenhagen V, Denmark. DAKO: Dako, Glostrup, Denmark. VMRD:
Veterinary Medical Research and Development, Pullman Inc., Pullman, USA. Serotec: Serotec Ltd., Oxoford, UK.
Sigma: Sigma Chemical Company, St. Louis MO, USA. Nordic: Nordic Immunological Laboratories, Tilburg, The
Netherlands.

- lavado con PBS, 3 pases de 5 minutos en agitacion;

- incubacidn con el anticuerpo secundario biotinado (anti la especie en que fue creado el
anticuerpo primario), diluido 1:200 en PBS conteniendo un 1% de suero normal de la
especie en que fue creado el suero secundario, durante 30 minutos a temperatura

ambiente y en camara himeda;
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- lavado con PBS, 3 pases de 5 minutos en agitacion;

- incubacion con el Complejo ABC (VectastainO Elitt ABC Kit, Vector Laboratories,
Inc. Burlingame CA, USA) diluido 1:50 en PBS durante 1 hora, en camara humeda y

en lugar oscuro;
- breve lavado en Tris Buffer Salino (TBS) pH 7,6 en agitacion;

- revelado de la reaccion inmunoenzimatica utilizando 0,07 g de 3,3’ Diaminobenzidina
(DAB) (Sigma Chemical Company, St. Louis MO, USA) en 200 ml. de TBS, y

perdxido de hidrégeno al 0,1%, durante 1-5 minutos;

- lavado en agua corriente durante 5 minutos;

contratincién nuclear con hematoxilina de Harris durante 1 minuto, deshidratacion y montaje con DPX

(medio de montaje con Tolueno, Xileno, Di-n-Butilo Ftalato-Panreac, Quimica S.A., Barcelona).

Las células marcadas positivamente correspondientes al TLAB de cada muestra de
pulmén se contaron a 400 aumentos en 20 diferentes campos seleccionados
aleatoriamente. Para obtener el porcentaje de células marcadas positivamente, se calculd la
media de dichos porcentajes y el correspondiente desvio estandar (SD). El analisis
estadistico entre los animales estudiados (cabras inoculadas o cerdos naturalmente

infectados y los controles de cada estudio) se realizo aplicando el Test no paramétrico
para variables independientes W de Wilcoxon P<0.05, utilizando el programa informatico

SPSS© 10.0 (SPSS Inc. Headquarters, S. Wacker Drive, Chicago, Illinois, USA).
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2.7. Microbiologia

Los exdmenes microbioldgicos se llevaron a cabo por parte de la Unidad de
Epidemiologia, Medicina Preventiva y Policia Sanitaria de la Facultad de Veterinaria de la

Universidad de Las Palmas de Gran Canaria.

Para el aislamiento de los micoplasmas se flamed un trozo de I6bulo pulmonar que
previamente se habia introducido en alcohol de 96°. A continuacién se realizd una
incisién con un bisturi también flameado. De esta forma se pudo acceder al parénquima
pulmonar con una torunda estéril, evitando asi la contaminacion debida a la manipulacion.
Las muestras de traquea (en el caso de los caprinos) fueron obtenidas directamente de la

luz de la trdquea mediante hisopos estériles.

Las muestras se inocularon en 2 ml. de los medios liquidos pH y SP4-11 (Ramirez
y cols., 1998). Los tubos, que se incubaron a 37°C durante 24 horas, se filtraron con un
tamafio de poro de 0.45 mm. El filtrado se subcultivé en medio fresco durante 2-15 dias.
Posteriormente, las muestras se sembraron en medio sélido con 0,2 ml. de cada cultivo
liquido. La incubacion de las placas se llevo a cabo, en camara humeda, a 37°C durante al
menos 15 dias antes de considerarlas negativas (en el caso especial de las muestras de
porcinos se mantuvieron hasta 30 dias). Los aislamientos se conservaron mediante
liofilizacion.

El primer paso consistio en verificar que se estaba trabajando con un aislamiento
en cultivo puro. En el caso de mezcla de micoplasmas y otro tipo de bacterias se procedid
a su separacion aprovechando la habilidad de los micoplasmas de atravesar las membranas

de los filtros con un tamafio de poro de 0,45 mm o menor. Para asegurarnos que no se
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trataba de una forma L (bacterias que han perdido la capacidad de sintetizar
momentaneamente la pared celular) se realizaron pruebas de reversibilidad, consistentes
en pases sucesivos en medio sin inhibidores de crecimiento (antibidticos), de esta forma,

en caso de presencia de bacterias, éstas volverian a sintetizar pared celular.

Se realizo el clonaje del cultivo fresco de micoplasmas, para lo cual se llevaron a
cabo sucesivas diluciones y se sembraron en medio sélido con la finalidad de conseguir
colonias individualizadas. Con la ayuda de pipetas Pasteur estériles se tomaron colonias
del medio solido y se cultivaron en medio liquido. Estas acciones se repitieron al menos 3

VECES.

Para la identificacion el primer paso en el proceso es el test de sensibilidad a la
digitonina. Este método, desarrollado por Freundt y cols. en 1973, es un método
indirecto para conocer los requerimientos de esteroles. Evalta la inhibicion del
crecimiento en medio so6lido producida por la digitonina, los mollicutes que requieren
colesterol para vivir, incorporaran la digitonina en sus membranas desorganizandolas por
lo que se podré observar un halo de inhibicion, mayor de 5 mm, alrededor los discos. Con

esta prueba se pueden diferenciar dos tipos de mollicutes:

- Los que requieren colesterol: Géneros M., Ureaplasma, Entomoplasma, Spiroplasma y

Anaeroplasma.
- Los que no requieren colesterol: Géneros Mesoplasma, Acholeplasma y Asteroleplasma.

En las pruebas bioguimicas se utilizé el método descrito por Poveda (1998), para

identificar las cepas estudiadas.
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Todos los medios de cultivo correspondientes a las muestras de los pulmones con
lesiones compatibles con NEP fueron sometidos a la técnica de inmunoperoxidasa sobre
papel de nitrocelulosa para confirmar la positividad del cultivo y la identificacion de la
especie de micoplasma. Esta técnica fue descrita por Ter Laak y Noordergraaf (1987),
para la identificacion de M. dispar. Como controles positivos se utilizd la cepa de
referencia J de M. hyopneumoniae (ATCC cepa 25934), para lo cual una semana antes, se
centrifugaron 2 mililitros que luego fueron reconstituidos en 500 mililitros de los cuales se
sembraron 5 mililitros en papeles de nitrocelulosa estériles de 0.5x0.5 cm. de superficie,
que previamente se habian dejado media hora sobre el medio de cultivo sélido SP4-11. A
continuacion en otros papeles de nitrocelulosa se sembraron por cuadruplicado por el
mismo procedimiento con un cultivo liquido de los aislamientos problema. Como control
negativo se utilizé papeles de nitrocelulosa a los que se les afiadié medio de cultivo estéril
para descartar posibles reacciones inespecificas frente al medio de cultivo por parte del
anticuerpo primario y d otro control negativo utilizado fueron papeles de nitrocelulosa
sembrados con la cepa J de M. hyopneumoniae y cada uno de los aislamientos problema, que
no se enfrentaron al suero primario para detectar posibles reacciones inespecificas del

suero secundario.

Los papeles de nitrocelulosa se incubaron en una camara humeda a 37°C durante

una semanay luego:

- se traspasaron a placas de cultivo de tejidos estériles de 24 pocillos de 16 milimetros

(Corning Cell WellsO , Corning Glass Works, New York, USA);

Javier E. Sarradell.



Material y Métodos 111

se les afiadié 200 mi de suero normal de caballo (monoclonal) y cabra (policlonal), 30

minutos a temperatura ambiente, en agitacion;

breve lavado con 600 ml. de PBS;

se afiadieron 200 m de suero primario anti-M. hyopneumoniae a la dilucion de 1:500, en 2
de los 4 papeles sembrados con cada uno de los casos problema se utilizé un suero
primario policlonal (Danish Veterinary Laboratory, DK-1790 Copenhagen V,
Denmark) y en los otros 2 un monoclonal (Veterinary Science Division, DANI,
Belfast, UK); los cuales fueron incubados durante 2 horas a temperatura ambiente en
agitacion;

lavado con 600 ml. de PBS, 3 lavados durante 3 minutos en agitacion;

incubacion con el anticuerpo secundario biotinado, diluido 1:200 en suero normal de
caballo al 1% en PBS, durante 30 minutos a temperatura ambiente y en cdmara

himeda;

lavado con 600 ml. de PBS, 3 lavados durante 3 minutos en agitacion;

incubacion en oscuridad con el Complejo ABC (VectastainO Elite ABC Kit, Vector
Laboratories, Inc. Burlingame CA, USA) diluido 1/50 en TBS durante 1 hora, en

camara humeda y en lugar oscuro;
breve lavado con 600 ml. de TBS en agitacion;

revelado de la reaccién inmunoenzimatica utilizando 0,07 g de 3,3 DAB (Sigma
Chemical Company, St. Louis MO, USA) en 200 ml. de TBS y peroxido de hidrogeno

al 0,1% durante 1 minuto;
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- 3 lavados con PBS durante 3 minutos, para detener a la solucién reveladora.

Todas las muestras se valoraron mediante lupa (Olimpus B061 - SZ 40) a 40
aumentos, considerandose positivas una reaccion granular de coloracion marron-ocre

sobre el papel, indicativas de la presencia de microcolonias de M. hyopneumoniae.
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1. Cabritos infectados experimentalmente

1.1. Clinica

Se realizaron 2 examenes clinicos diarios desde el dia de la inoculacion hasta el sacrificio
de los animales, evaluando la temperatura corporal, apetito, frecuencia cardiaca y
respiratoria y presencia de secreciones nasales. Un dia postinfeccién, dos cabritos (n° 2 y
n°® 5) mostraron un moderado incremento en la frecuencia respiratoria (50-60
movimientos respiratorios/minuto), tos e inapetencia, retornando a la normalidad 3 dias
postinfeccion. Todos los cabritos infectados mostraron una pirexia transitoria, si bien no

se observaron signos respiratorios en los restantes 8 animales.

1.2. Patologia

En la necropsia no se observé consolidacion de los pulmones en ninguno de los
cabritos control. Los animales inoculados presentaron areas de distinto tamafio con
aumento de coloracién (Fig. 6 A) que al corte se encontraban en relacion a bronquios
(Fig. 6 B). En el examen microscopico, los animales utilizados como control no
presentaron cambios significativos (Tabla 6 y Fig. 7). En los animales inoculados, el
principal cambio consistio en una hiperplasia linfoide peribronquiolar y perivascular con
una moderada a intensa acumulacion de linfocitos y, en menor numero, de células
plasmaticas (Tabla 6 y Fig. 8). Esto causoé la oclusion de la luz de algunos bronquiolos y la
atelectasia de las regiones alveolares distales al bronquiolo ocluido (Fig. 9 A y B). Los
septos alveolares aparecieron engrosados por la acumulacion de macréfagos, linfocitos de

tamafio variable y células plasmaticas (Fig. 9 C). El exudado presente dentro de los
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alvéolos consistio predominantemente en macrofagos y un pequefio numero de linfocitos,
células plasmaticas y PMN neutrofilos. Los cambios fueron mas prominentes en el

pulmoén de los animales sacrificados a los 21 dias posteriores a la infeccion (Tabla 6).
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Tabla 6: Resultados Histoldgicos e Inmunohistoquimicos (cabritos).

Porcentajes de células marcadas positivamente en el TLAB + DS* en cabritos 1-12, inoculadas con

Mycoplasma agalactiae Mycoplasma bovis Medio de cultivo
estéril
(controles)
1t 2t 3t 4% 5% 6t 7t 8% 9% 10% 11t 12%
Anticuerpos (++) (++) (+++) (+++) (++) +) (++) (+++) (+++) (+++) ) )
5A10 | - - - - - - - - - - - -
Pab295 - - - - - - - - - - - -
Lisozima | 0.71+0.20 0.63+023 1231078  0.44+0.75 0.32+40.12 1304042  0.74:024 1.15+0.66 0.83+0.36  1.9140.35 0.97+018  1.2240.24
S100 3,30:0.43 3.30£1.68  3.61+1.89 = 2.25:054 3.14+0.44 2944165  3.23+168 2.37+0.75 4.16+168 298068 237091 = 3.88+144
Ag. Miel./hist. | 0.31+0.18 0.23+0.14 0.20+0.11 0.4310.42 0.37+0.21 0.42+0.12 0.41+0.22 0.34+0.11 0.30+0.12 0.39+0.14 0.4620.32 0.360.75
CD3 52.1543.21 41214556 44.22+5.65 38.81+4.88 59.10+6.23 40.3246.33 40.31+7.47 59.12+6.88  57.84+6.31 52134546  34.23+3.56 38.3545.33
CD4 | 3752+4.12  31.21+4.67 3055#3.34 356545.33  37.0545.44 31144345 28.25+4.87 42704556 31.90+5.66 34.23+7.43 16331274 19.15+3.54
CD8 12954217  14.284355 12.79+2.89 = 1583#4.21  11.05+2.64 12.17#258 14.10#3.75 20.16#4.87 1537#4.21 1619+2.64 17.72#3.56 21.23+4.36
CD4/CD8 | 2.89 2.18 2.38 2.25 3.35 2.55 2.00 211 2.07 211 0.92 0.90
TcR gd 0.3440.11 0.18+0.10 1.260.65 0.76+0.32 0.97+0.22 1.16+0.34 0.58+0.21 0.3510.14 0.8940.21 0.78+0.31 0.84+0.21 0.91+0.24
MHC I | 37.0243.67  36.12+7.98 453946.84 4150+7.43  4851+4.29  4930+7.49 4601531 44501556  44.69+4.76 45754556 2514+354 235345.67
IgG 6.97+1.97 7.81£277  591+163 = 7.11£204 6,38+1.87 3.72£112  7.32+1.68 8.90+2.32 9.48+266  8.54+1.67 1224035 = 1.40:0.14
IgA | 3.33:0.20 2.27+038 2944041 = 3.01:092 2.46+0.38 3.24+061 4171014  2.8240.73 2174013 = 2144019 1304011 = 1.58+031

* DS: Desvio esténdar.

T Sacrificados alos 14 dias (121 dias) postinoculacion.

Hiperplasia Linfoide: (), negativa; (+), leve; (++), moderada; (+++), severa.

Ag. Miel./hist.: Antigeno Mieloide/histiocitico.

El Test W deWilcoxon revela una diferencia significativa (P<0.05) entre las células CD3", CD4", rdacion CD4/CD8*, MHCII" IgG" elgA ™ de los cabritos control e infectadas; la diferenciafue no significativa con los

otros anticuerpos.
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Fig. 6 Aumento en la coloracion en el I6bulo diafragmatico, animal n°9, inoculado
con M. bovis (A). Focos indicativos de consolidacion o linfoproliferacion en relacion
a bronquios, animal n°3, inoculado con M. agalactiae, tejido fijado en formol
tamponado durante 24 horas (B).

Fig. 7 Pulmon histologicamente normal  Fig. 8 e proliferacién linfoide en
del cabrito control n°12. H&E 10x. relacién a un bronquiolo de un cabrito

Fig. 9 Moderada proliferacion linfoide
en relacion a un bronquiolo, cabrito n°9
inoculado con M. bovis. H&E 10x (A) y
H&E 20x (B), que se extiende a los
septos interalveolares cercanos a las
vias aéreas, cabrito n°9. H&E 10x. (C)
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1.3. Inmunohistoquimica

Los resultados del estudio inmunohistoquimico en el TLAB se encuentran

resumidos en la Tabla 6.

Expresion de Ags de M. agalactiae y M. bovis: Los Ags de micoplasma no se detectaron
usando los anticuerpos policlonal 295 y monoclonal 5A10 en ningln tejido pulmonar
infectado experimentalmente (Tabla 6), aunque se detectd en el punto de inoculacion (Fig.

10).

Fig. 10 Dermatitis nodular
piogranulomatosa con centro de
necrosis correspondiente al punto de
inoculacion con M. agalactiae.
Método ABC anticuerpo
monoclonal 5A10. 20x.

Expresion de lisozima: La inmunorreactividad frente al anticuerpo policlonal anti-
lisozima se observo en el citoplasma de los macréfagos localizados principalmente en las
areas perifoliculares del TLAB. Se observaron numerosos macrofagos inmunorreactivos

en los espacios alveolares y en la luz de los bronquiolos. Algunos PMN neutrdéfilos

Fig. 11 Prese nlaluz de
alvéolos, animal n°4 20x (A) y n°8, 40x (B). Método ABC anti-Lisozima.
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intravasculares resultaron en ocasiones inmunomarcados (Fig. 11 A y B). No se
observaron diferencias significativas en el porcentaje de células positivas del TLAB entre

inoculados y control (Tabla 6).

Expresion de S-100: Presencia de inmunorreactividad difusa en el nucleo y
citoplasma de celulas con el citoplasma estrellado y largos procesos citoplasmaticos
(células dendriticas), a nivel del TLAB (Fig. 12 A y B). Algunos linfocitos, células
musculares lisas, terminaciones nerviosas, condrocitos y macrdofagos de la pared de los
alvéolos mostraron en ocasiones inmunorreaccion (Fig. 12 C). No se observaron

diferencias entre inoculados y control (Tabla 6).

Fig. 12 Presencia de células S-100+ en
el TLAB (A 'y B) y distribuidas en los
septos alveolares (C). Animal n°2,
método ABC 20x.
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Expresion del Ag Mieloide/Histiocitico: Se observé inmunorreactividad frente al
anticuerpo monoclonal anti-Ag Mieloide/Histiocitico humano en escasa cantidad de
PMN neutrofilos y monocitos intravasculares (Fig. 13). No se observd inmunorreaccion
en las células presentes en los alvéolos o en las células de la I[d&mina propia de las vias
aéreas. No se observaron diferencias significativas en el porcentaje de células positivas del

TLAB entre inoculados y control (Tabla 6).

| Fig. 13 Células distribuidas en los vasos
.~ sanguineos de septos alveolares, animal
_®7%| no4. Anticuerpo anti-Ag

% | Mieloide/Histiocitico. Método ABC
20x.
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Expresion del Ag CD3: Con el anticuerpo policlonal anti-CD3, se detecto intensa

inmunorreactividad en la membrana plasmatica de linfocitos del TLAB localizados

principalmente en éareas perifoliculares (Fig. 14 A, B y C) y también en linfocitos

infiltrados en las paredes alveolares (Fig. 14 C). La diferencia en porcentaje de células

positivas entre inoculados (mediana 48,17%) y control (mediana 36,29%) en el TLAB fue

estadisticamente significativa (Gréafico 1 y Tabla 6).

Gréfico 1: Porcentaje de células CD3" del
TLAB de cabritos inoculados/control.
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Fig. 14 Distribucion de células CD3* en
el TLAB, animal n°2 (A, B y C); nétese
igualmente en paredes alveolares (B).
Método ABC 10x (A) y 20x (B y C).
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Expresion de Ags CD4 y CD8: Con el anticuerpo monoclonal anti-CD4, las células
CD4+ fueron significativamente mas numerosas que las CD8* en los animales inoculados
(Grafico 2 A y Tabla 6) y se localizaron principalmente en las areas perifoliculares del
TLAB (Fig. 15 Ay B); en el caso de las células CD8*, se localizaron debajo del epitelio de
los bronquiolos, intraepiteliales y distribuidas de forma difusa en los foliculos del TLAB
(Fig. 15 C y D). El resultando fue una relacion CD4/CD8 mayor a 1 en todos los cabritos

inoculados (mediana 2,21:1) con diferencia significativa entre inoculados y control
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CD4+y CD8+*en el TLAB de
o cabritos inoculados/control (A'y
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Inoculados/Controles
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(mediana 0,91:1) (Gréfico 2 C y Tabla 6).

| i sl --. = o 4 i R j'

Fig. 15 Células CD4~ distribuidas en el TLAB (A 'y B); células CD8+* en el TLAB
(Cy D). Notese la presencia de células CD8+ en la submucosa y en relacién a
células del epitelio bronquiolar (D). Animal n°2, método ABC, 10x (A'y C) y 20x

(By D).

Expresion de Ags TcRg/d: Los linfocitos TcRg/d del TLAB fueron escasos y

aparecieron intimamente asociados a la lamina propia de los bronquiolos (Fig. 16). No se

Fig. 16 Linfocitos TcRg/d+ del TLAB
asociados a la lamina propia de un
bronquiolo. Animal n°9, método
ABC, 20x.

Javier E. Sarradell.
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observaron diferencias significativas en el porcentaje de células positivas del TLAB entre
animales inoculados y control (Tabla 6).

Expresion de Ags MHC 1I: El Ag anti-MHC 11 marcé células de morfologia irregular
con prolongaciones citoplasmaticas que se encontraron entre linfocitos del TLAB vy
debajo de la membrana basal del epitelio bronquial y bronquiolar (Fig. 17 A y B). El
porcentaje de células positivas del TLAB fue significativamente mayor en los animales
inoculados (mediana 45,04%) respecto de los control (mediana 24,33%) (Grafico X y

Tabla 6).

Gréfico 3: Porcentaje de células MHC 117 del
TLAB de cabritos inoculados/control.

60

50

40

30

Porcentaje de células MHC 11+

20

Flg 17 Dlstrlbucmn de células MHC II+ en el TLAB. Anlmal n°9 metodo ABC
4x (A) y animal n°7 40x (B).
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Expresion de 1gG: Se detectd con el anticuerpo policlonal anti-1gG caprina
inmunorreaccion en el citoplasma y membrana plasmatica de un moderado nimero de
células plasmaticas y en la superficie de algunos linfocitos localizados principalmente en el
tejido perifolicular y subepitelial (Fig. 18 A). En ocasiones, se marcaron en células
plasmaticas y linfocitos de la pared alveolar (Fig. 18 B). El porcentaje de células positivas
del TLAB fue significativamente mayor en los animales inoculados (mediana 7,21%) que

en los control (mediana 1,31%) (Grafico 4 y Tabla 6).

Grafico 4: Porcentaje de células 1gG™ en
el TLAB de cabritos inoculados/control.
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Fig. 18 Distribucion de células IgG* en |
el TLAB (A) que se observan distribuidas |
en los septos alveolares (B). Animal n®9, |
metodo ABC 20x (A) y 10x (B).

Javier E. Sarradell.
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Expresion de IgA: Con el anticuerpo policlonal anti-IgA caprina se detectd
inmunorreactividad en el citoplasma y membrana plasmatica de un moderado nimero de
células plasmaticas localizados principalmente en el tejido perifolicular, submucosa de las
vias aéreas (Fig. 19 A) y en relacién a las glandulas submucosas de los bronquios; el
producto de secrecion de éstas glandulas (Fig. 19 B) y el mucus presente en la luz de las
vias aéreas fueron de igual forma IgA+. En algunas ocasiones se observaron células
plasmaticas y linfocitos en la pared alveolar. El porcentaje de células positivas del TLAB
fue significativamente mayor en los animales inoculados (mediana 2,88%) respecto de los

control (mediana 1,44%) (Grafico 5y Tabla 6).

Gréfico 5: Porcentaje de células IgA™ en el
TLAB de cabritos inoculados/control.
54

Porcentaje de células IgA+

N= 10 2

Inoculados/Controles

Fig. 19 Celulas IgA* en la submucosa
de vias aéreas (A, 20x); sustancia IgA+
en conductos de secrecion de glandulas
submucosas de un bronquio (B, 10x).
Animal n°7, método ABC.

Javier E. Sarradell.
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1.4. Microbiologia

Previo a la infeccién no se detectd en ningan animal micoplasmas o bacterias patdgenos
para el aparato respiratorio del caprino. Despues de la infeccion, M. agalactiae se recuperd
de los respectivos tractos respiratorios o pulmones de todos los cabritos inoculados, M.
bovis se recuperd de 3 animales infectados experimentalmente y 2 fueron negativos (n°8 y
n°10). No se detectd septicemia en ningun animal al momento del sacrificio y no se
aislaron bacterias patdgenas para aparato respiratorio del ganado caprino. De los animales

control los aislamientos de micoplasmas y bacterias fueron negativos.

1.5. Serologia
En la inoculacion experimental de los cabritos se detectd los anticuerpos especificos

frente a M. agalactiae 0 M. bovis en suero.

Javier E. Sarradell.



Resultados 128

1.6. Estudio ultraestructural

En el estudio ultraestructural de los cabritos inoculadas con M. agalactiae 0 M. bovis, revelo
la presencia de microorganismos compatibles con micoplasmas sobre el epitelio ciliado de
las vias respiratorias de animales inoculados experimentalmente (Fig. 20). Debido al
escaso tamafio del TLAB en los animales infectados no conseguimos seleccionar areas
idéneas para el estudio ultraestructural del TLAB. En los animales control no se

observaron cambios ultraestructurales significativos en las vias aéreas o alvéolos (Fig. 21y

22).
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Fig. 20: Epitelio cilindrico ciliado de un  Fig. 21: Epitelio cilindrico simple de
bronquiolo donde se observa un bronquiolos de un control negativo
microorganismo compatible con donde se observan células ciliadas
micoplasma (flecha) y una disminucion intercaladas con células de Clara, mas
en el numero de cilios. Animal n°9. electrodensas que las anteriores. Animal
11500x n°12. 2200x

Fig. 22: Pared alveolar normal de
cabrito control. Animal n°12. 9000x

Javier E. Sarradell.
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2. Cerdos de matadero con lesiones caracteristicas de NEP
2.1. Valoracion microscopica de las lesiones

El 100% de los casos problema mostraron lesiones neumanicas caracteristicas de NEP.
En el examen microscopico se observdé neumonia broncointersticial catarral con
linfoproliferacion peribronquial del TLAB, peribronquiolar y perivascular (Fig. 23 y 24).
Los centros germinales, eran prominentes en algunas ocasiones y hacian prominencia
sobre la muscular de la mucosa, ocasionando un estrechamiento de la luz de las vias
aéreas y, en los casos en que la linfoproliferacion fue mas importante, con masiva
hiperplasia del TLAB, se observo atelectasia en extensas areas del parénquima pulmonar
(Fig. 24). El epitelio de las vias aéreas mostraba pérdida de cilios y exfoliacion de células
ciliadas, hiperplasia de células caliciformes en bronquios, bronquiolos y de las glandulas
submucosas de los bronquios. Se observo alveolitis especialmente alrededor de
bronquiolos terminales, con un engrosamiento de los septos interalveolares causado por
la presencia de linfocitos de tamafio variable y escaso numero de células plasmaticas. La
luz de los alvéolos present6 un exudado compuesto fundamentalmente por macrofagos y
escaso numero de células plasmaticas, linfocitos y neutréfilos. La pared de los alvéolos

afectados presentd una moderada hiperplasia de neumocitos tipo I1.

Los resultados del estudio histopatoldgico se encuentran resumidos en la Tabla 7
yb). Las lesiones se clasificaron segun el criterio de evaluacion semi-cuantitativo propuesto
por Livingston y cols. (1972). La aplicacién de este baremo en los animales objeto de

este estudio dio lugar a los siguientes resultados:

- Los casos control (4) fueron negativos (-).

Javier E. Sarradell.
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Ocho casos problema (32%) presentaron lesiones tipo (++). En esta categoria se
incluyen lesiones caracterizadas por la presencia de uno o méas nddulos linfoides que
se extienden a través de la muscular de la mucosa, y escaso infiltrado inflamatorio,
tanto a nivel septal como en luces bronquiales y alveolares (PMN reutroéfilos). Los

septos alveolares se encontraban, por lo general, poco engrosados.

Cinco (20%) lesiones tipo (+++). Caracterizados por hiperplasia linfoide perivascular
y peribronquiolar con numerosas células septales y PMN neutrofilos en las luces
alveolares. Los bronquios contenian, generalmente, un acimulo masivo de PMN

neutrofilos en la luz.

Doce (48%) lesiones tipo (++++). Observandose hiperplasia linfoide perivascular y
peribronquiolar intensa en amplias areas del parénquima pulmonar. El infiltrado septal
e intraluminal (macrofagos y PMN neutréfilos) fue escaso, y se pudo encontrar edema

alveolar en las areas afectadas.

i ﬂki‘i--': R T 3 WY
oide del TLAB en Fig. 24 Masiva hiperplasia linfoide del
un pulman de cerdo utilizado como caso TLAB, peribronquial y perivasucular en

problema con lesion tipo ++, caso n°1.  un pulmaén de cerdo utilizado como
H&E 10x. caso problema con lesion tipo ++++,

casos n°20. H&E 4x.
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- Inmunohistoquimica

Los resultados del estudio de IHQ se encuentran resumidos en la Tabla 7@y b).

Expresion de Ags de M. hyopneumoniae: Cuando se utilizo el anticuerpo policlonal anti-

M. hyopneumoniae el 100% de los casos problema manifesté una reaccién de tipo granular,

presente en el apex de los cilios o en el espacio interciliar de bronquios y bronquiolos

(Fig. 25 Ay B). Los casos control no mostraron inmunorreaccion.
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Fig. 25 (A 'y B) Reaccion IHQ positiva de ti

po granular con el anticuerpo anti-M.

hyopneumoniae en la superficie del epitelio ciliado de las vias aéreas del pulmon de

cerdo, caso n°1. Método ABC 20x.

Javier E. Sarradell.



Tabla 7 - Resultados Histologicos e Inmunohistoquimicos (cerdos)

Por centajes de células mar cadas positivamenteen el TLAB + DS*

‘ 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15
Anticuerpos (+4) (+++) (++) (+++) (+4) (++) (+++) (++++) (+4) (++) (++) (++++) (++++) (++) (+++)
Anti-M.hyop. + + + + + + + + + + + + + + +
Lisozima ‘ 118021 1.11#007 0.824019 0.71#021 0.87#0.19 0.67#014 1.00+0.18 0.76:025 0.92#028 0.83x017 0.81+0.17 0.33#0.25 0.62+0.05 0.44+003 0.66+0.10
S100 10.79+¥2.03 8.06#2.74 9.27+237 953#293 10.64+2.11 9.70¥271 8.75#1.03 1046+1.57 6.68+1.04 8.02+0.09 10.24+2.62 7.96+223 5.19+049 8.39+215 10.09+1.53
Ag. Miel./hiSt.‘ 0.5740.07 0.49#001 0.66X0.06 0.93#043 0.62#0.13 0.48#0.02 0.66x0.17 0.5620.07 0.59+0.04 0.69+0.06 0.90+0.56 0.75#0.08 0.84#0.11 0.62+0.05 0.67+0.07
CD2 16.67+3.40 34.51+4.86 30.16%3.68 24.30+3.50 27.47+3.65 28.73%£1.69 29.16+3.80 22.52+1.82 35.23#0.53 33.8843.89 27.07+4.61 24.71+2.08 26.31+3.22 2523+1.10 36.35+5.96
CD3 ‘27.191r2.86 2513+1.11 24.04+1.72 25.80#4.27 26.97+3.87 27.26%¥1.49 20.93#0.69 20.74%1.99 34.6845.24 32.05#4.34 25.73+1.40 25.78+4.67 23.39+4.03 25.85+3.54 33.24+4.55
CD4 23.4043.42 18.95#2.24 19.27+3.41 15.86#2.48 21.07#6.00 19.13£3.84 16.41+1.05 1519+3.97 2521+2.37 25.96#4.28 21.16#0.76 18.22+4.58 17.36%¥2.54 14.57+3.61 21.34+7.13
CD8 ‘ 5794232 5244132 6.37#098 547+146 559+1.17 4624219 3.65#059 5.07£1.31 5.12+117 4.154095 4.83:095 4.01+031 4.14+044 2.73:042 2.94+051
CD4/CD8 4.04 3.62 3.03 2.90 3.77 4.14 4.50 2.99 4.93 6.25 4.38 4.55 4.32 5.34 7.25
MHC I ‘22_4914.86 20.90+2.83 12.19+0.22 16.1440.88 22.74+4.72 27.42+1.93 19.39+2.98 27.97+7.09 22.88+2.72 24.31+1.68 25.61+7.99 23.2646.53 26.56+3.24 24.37+2.76 19.22%3.83
190G 2341027 213047 2074036 1.62#0.35 2.82+1.08 2.05+093 1.58#047 2.30#0.7/ 1.85#0.71 1354039 196056 1.92#0.75 1.77#036 3.08+0.35 2.38+041
10A ‘ 1.35#041 4.62#062 1.21+043 221037 191026 1.67#066 0.84+016 2.80:029 1.91+038 1.45+025 1.64+030 2.30+¥1.10 1.85+022 2.70+¥1.17 2.4430.75

* DS: Desvio estdndar.

(=), (+), (++), (+++), (++++): Valoracion microscopicade las lesiones de NEP.

Anti -M.hyop.: Anti-M.hyopneumoniae Valoracién delareaccion IHQ: (+), positivo; (-), negativo.
Ag. Miel./hist.: Antigeno Mileoide/histiocitico.

El Test W de Wilcoxon revela una diferencia significativa (P<0.05) entre las células S 100, CD4", CD8", relacion CD4*/CD8", 1gG" e IgA ™ de los casos problemay controles; la diferencia fue no significativa con los

otros anticuerpos.



Tabla 7 . Resultados Histologicos e Inmunohistoquimicos (cerdos)

Porcentajes de células marcadas positivamenteen el TLAB + DS*

Por centajes de células marcadas
positivamente en el TLAB £ DS* (Controles)

‘ 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29
Anticuerpos (++++) (++++) (++++) (++++) (++++) (++++) (+++) (++++) (++++) (++++) (-) (-) (-) (-)
Anti-M.hyop. + + + + + + + + + + - - - -
Lisozima ‘ 0.56+024  0.83#0.17 0.87#020 0.86%031 0.62+022 0.60¥012 0.68+0.14 1.09+011 0.97#030 0.63#0.05 0.67#0.06 0.91+015 0.86#0.18 0.61+0.08
S100 7.07£1.87  9.13#168 8.19+¥297 869091 6.92+140 8.23+x1.79 8.69+L.78 7.61#080 9.39+x107 11.93#0.50 1141+1.16 11.38+2.36 12.52+2.30 11.22+2.30
Ag. Miel./hist. ‘ 0.54+007  0.73#0.15 0.57#0.06 0.70£0.09 0.56+0.04 0.54#004 0.58#0.02 0.67#0.15 0.65+0.09 0.66#0.15 0.824054 0.63#0.61 0.55#0.36  0.50#0.27
CD2 290.80+5.18 31.00#4.55 2852+3.26 27.43+7.78 29.27+5.00 27.11+2.79 27.19+¥1.57 2855+2.91 24.86+2.00 24.61+7.85 16.09+4.70 30.77#6.05 15.36+1.19 13.2042.55
CD3 ‘ 26.73¥2.66 21.95+1.93 2349+3.80 2311+1.61 2393+1.84 26.53#4.80 28.18+4.59 24551524 24.38+1.22 21.78+2.03 3333320 32.87#6.61 27474585 25.6615.46
CD4 2443+4.75 19224520 20.07+1.37 19.99#3.18 19.61+3.40 2357£3.61 26.46+1.59 21.86+2.29 19.08+1.30 16.10+2.60 6.9841043 1214+2.39 1043+2.02 9.97+2.08
CD8 ‘ 3431024  2.61#046 3.84+034 357094 4724033 4.02+017 2.86#0.38 3178071 4.12+215 3.79#024 19.83+3.65 1898+3.36 21.86%¥2.99 22491557
CD4/CD8 7.12 7.36 5.22 5.59 4.16 5.87 9.25 6.90 4.63 4.25 0.35 0.64 0.48 0.44
MHC I ‘ 23.03+#8.87 23.0943.43 21.50#4.96 26.67+3.37 26.07+5.95 18.66#0.99 14.37#6.08 27.01+3.35 21.09#6.05 16.5540.35 31.90#4.92 21.2845.37 25.38+2.65 28.80£3.26
190G 1674052 3.61+1.76 1.48+003 1.074#003 1.52+043 1.21+#009 2.01+059 1.54+045 2.49+023 1.63+041 1.04+026 1.03#024 0.69:006  1.03x0.07
10A ‘ 281046 2194048 1.67#019 1.71#020 1.67#0.74 1463027 2062035 2.38#056 1.95+038 2524038 1.08+012 1.031020 0.74#0.09  0.96+0.10

* DS: Desvio estandar.

(=), (+), (++), (+++), (++++): Valoracion microscdpica de las |esiones de NEP.
Anti -M.hyop.: Anti-M.hyopneumoniae Valoracién delareaccion IHQ: (+), positivo; (-), negativo.

Ag. Miel./hist.: Antigeno Mileoide/histiocitico.
El Test W de Wilcoxon revela una diferencia significativa (P<0.05) entre las células S100%, CD4", CD8", relacion CD4*/CD8*, 1gG" e IgA ™ de los casos problemay controles; la diferencia fue no significativa con los

otros anticuerpos.
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Expresion de lisozima: La inmunorreactividad frente al anticuerpo policlonal anti-
lisozima se observé en el citoplasma de los macrofagos principalmente localizados en las
areas perifoliculares del TLAB (Fig. 26 A). Se observaron numerosos macrofagos
iInmunorreactivos en los espacios alveolares y en la luz de los bronquiolos (Fig. 26 B).
Algunos neutréfilos intravasculares presentaron en ocasiones inmunorreacion. No se
observaron diferencias significativas en e porcentaje de células positivas del TLAB entre

casos problemay control (Tabla 7 ayb).
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Fig. 26 Presencia de macrofagos y PMN n
periferia del TLAB, caso n°25 10x (A) y en la luz de los alvéolos, caso n°1 20x (B).
Método ABC anti-Lisozima.

Expresion de S100: En el TLAB se observé una inmunorreactividad difusa en el
nucleo y el citoplasma de células con el citoplasma estrellado y largos procesos
citoplasmaticos (células dendriticas) (Fig. 27 C). Estas células se encontraron distribuidas
especialmente dentro de los centros germinales y en la periferia de los foliculos linfoides
donde se observé una moderada cantidad de linfocitos positivos (Fig. 27 A y B). Algunos
linfocitos, células musculares lisas, terminaciones nerviosas, células endoteliales,
condrocitos y macréfagos de los septos de los alvéolos fueron en ocasiones positivos.

Algunas células mononucleares en bronquios y bronquiolos resultaron inmunomarcados

Javier E. Sarradell.
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con este anticuerpo (Fig. 27 Ay B). La diferencia en porcentaje de células positivas entre

casos problema (mediana 8,69%) y control (mediana 11,39%) en el TLAB fue

estadisticamente significativa (Grafico 6 y Tabla 7 ayb).

Gréfico 6: Porcentaje de células S-100" del

TLAB de cerdos casos problema/Zcontrol.
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Javier E. Sarradell.

Fig. 27 Presencia de células S-100+ en
TLAB y distribuidas en los septos
alveolares (A 'y B), obsérvese la
morfologia alargada de las células
positivas (C). Método ABC, caso n°2
10x (A'y B) y 20x (C).
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Expresion del Ag Mieloide/Histiocitico: Se observé inmunorreactividad frente al
anticuerpo monoclonal anti-Ag Mieloide/Histiocitico humano en muy escasa cantidad de
PMN dentro del TLAB. Similar positividad mostraron los PMN distribuidos dentro de
los alvéolos hecho que contrasta con una leve positividad de los macréfagos alveolares, lo
mismo ocurrio con estas poblaciones celulares en la luz de las vias aéreas (Fig. 28 Ay B).
La ldmina propia de las vias aéreas mostraron escasa cantidad de PMN positivos (Fig. 28
A). Dentro de los vasos sanguineos se observa escasa cantidad de PMN y monocitos
positivos. No se observaron diferencias significativas en el porcentaje de células positivas

del TLAB entre casos problemay control (Tabla 7 ayb).
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Fig. 28 PMN neutrofilos y macrdfagos en la luz, intraepiteliales y en submucosa
de las vias aéreas (A, caso n°7); células distribuidas en los vasos sanguineos de
septos alveolares (B, caso n°l). Anticuerpo anti-Ag Mieloide/Histiocitico.
Método ABC 20x.

Expresion del Ag CD2: Con el anticuerpo monoclonal anti-CD2 se observé
inmunorreactividad en la membrana plasmatica de células mononucleares con escaso
citoplasma (linfocitos) distribuidos especialmente en las areas perifoliculares del TLAB, en
menor cantidad aparecieron dentro de los centros germinativos (Fig. 29). En los septos
alveolares se detectd una escasa a moderada cantidad de células positivas distribuidas por

el parenquima que fueron mas numerosas en las porciones mas proximas a las vias aéreas.

Javier E. Sarradell.
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Las vias aéreas mostraron escasa cantidad de células positivas subepiteliales e

intraepiteliales. No se observaron diferencias significativas en el porcentaje de células

positivas del TLAB entre casos problema y control (Tabla 7 ayb).

Fig. 29 Presencia de células CD2+ en el

: TLAB, caso n°25. Método ABC 20x.

Expresion del Ag CD3: Con el anticuerpo policlonal anti-CD3, se detect6 intensa

inmunorreactividad en la membrana plasmatica de linfocitos localizados en el TLAB

principalmente en las areas perifoliculares, también se observaron linfocitos infiltrados en

los septos alveolares que fueron mas numerosos en las areas de parénquima circundante a

los bronquios (Fig. 30 A y B). Las vias aéreas mostraron escasa cantidad de células

positivas subepiteliales y algunas intraepiteliales (Fig. 30 B). No se observaron diferencias

significativas en el porcentaje de células positivas del TLAB entre casos problema y

control (Tabla 7 ayb).

o

Lol

et o
ey 1 VI Wl il

?%._ P S - N LT T 2

Sl e R T T T @‘E" o e

Fig. 30 Distribucién"dé”células CD3+
(A)y 20x (B).
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Expresion de Ags CD4 y CD8: Con el anticuerpo monoclonal anti-CD4, la
subpoblacion CD4+ del TLAB fue significativamente mas numerosa que la
inmunomarcada con el anticuerpo monoclonal anti-CD8* en todos los casos problema,
resultando la mediana de la relacion CD4/CD8 de los casos problema de 4,55:1 siendo el
valor menor de 2,90:1 (Gréfico 7 A, By C; Tabla 7 ayb). Caso contrario ocurrio entre los
casos control donde la mediana de la relacion CD4/CD8 fue 0,46 (Grafico 7 Cy Tabla 7 a
yb). Los linfocitos CD4+ se localizaron principalmente en las areas perifoliculares y en los
centros germinales del TLAB (Fig. 31 Ay Fig. 32 C). Los linfocitos CD8+* se localizaron
principalmente en las areas perifoliculares, distribuidos difusamente en los foliculos, asi

como subepiteliales e intraepiteliales en bronquios y bronquiolos (Fig. 31 By C y Fig. 32
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Ay B). Se observo escasa cantidad de ambas poblaciones, CD4+ y CD8+, infiltrando los

septos alveolares.

Fig. 31 Células CD4+ distribuidas en el
TLAB del caso n°25, 10x (A); células
CD8+ en el TLAB del caso n°21, 10x (B);
células CD8+ intraepiteliales del caso
n°25, 20x (C). Método ABC.

Fig. 32 Células CD8~* 10x (A), 20x (B) y
CD4+, 20x (C), distribuidas en el TLAB
del caso control n°29, método ABC.
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Expresion del Ag MHC II: El anticuerpo monoclonal anti-MHC 11 marcd, células de
morfologia irregular con prolongaciones citoplasmaticas y nucleo relativamente grande
respecto de los linfocitos que los rodean. En el TLAB se las observd principalmente
dentro de los centros germinales y debajo de la membrana basal de los epitelios (Fig. 33 A
y B). Ademas se encontré gran cantidad de células de citoplasma abundante y nucleo
arrifionado compatibles con macrofagos alveolares distribuidos principalmente dentro de
la luz de los alvéolos y en menor cantidad en los septos de los mismos. No se observaron
diferencias significativas en el porcentaje de células positivas del TLAB entre casos

problemay control (Tabla 7 ayuv).

7 IT}-{! r'—- re _H;-'i.#ﬂ:ﬂ:‘.f‘r _ :
%’ f‘fgﬁ‘ -;‘:‘;; '& e _.

N é
L
-

-
o i

Ll'i - ¥ _1“." ae i

¥

vias aéreas, 20x (B). Caso n°1, método ABC.

Expresion de 1gG: Se detectdé con el anticuerpo policlonal anti-1gG porcina
inmunorreactividad en el citoplasma y membrana plasmatica de un moderado numero de
células plasmaticas y en la membrana citoplasmatica de algunos linfocitos localizados
principalmente en el tejido perifolicular del TLAB y submucosa de las vias aéreas (Fig. 34
A'y B). En algunas ocasiones, se detectd inmunorreactividad en células mononucleares en

los septos alveolares y en la luz de los alvéolos. El porcentaje de células positivas fue
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significativamente mayor en el TLAB de los casos problema (mediana 1,92%) que en los

control (mediana 1,03%) (Grafico 8 y Tabla 7 ayu).

Gréfico 8 Porcentaje de células 1IgG™ en el
TLAB de casos problema/control.
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Fig. 34 Distribucion de celulas 1gG+ en el tejido perifolicular del TLAB, caso n°25,
20x (A) y submucosa de las vias aéreas, caso n°18, 20x (B). Método ABC.

Expresion de IgA: Se detectd con el anticuerpo policlonal anti—IgA porcina una
inmunorreaccion en el citoplasma y membrana plasmatica y de un moderado numero de
células plasmaticas localizadas principalmente en el tejido perifolicular y en la region
subepitelial de las vias aéreas (Fig. 35 A). También se observé una gran cantidad de células
positivas rodeando las glandulas submucosas de los bronquios (Fig. 35 B). En algunas

ocasiones, se detecté inmunorreactividad en células plasmaticas y linfocitos en los septos
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alveolares. El porcentaje de células positivas fue significativamente mayor en el TLAB de

los casos problema (mediana 1,91%) que en los control (mediana 0,99%) (Grafico 9 y

Tabla 7 ayb).

Gréfico 9: Porcentaje de células IgA* en el
TLAB de casos problema/control.

5

Porcentaje de células 1gA+

Casos problema/Controles
Fig. 35 Distribucion de células IgA+ en
el TLAB y submucosa, caso n°18, 20x
(A) y rodeando las glandulas
submucosas de los bronquios, caso
n°19, 20x (B). Método ABC.

2.3. Microbiologia

25

4

De acuerdo con el criterio de seleccion planteado en el material y métodos, todas las

muestras problema seleccionadas para este estudio fueron positivas al aislamiento de M.

hyopneumoniae y las utilizadas como control fueron negativas. Dichos resultados fueron

contrastados con la tecnica de inmunoperoxidasa indirecta sobre papel de nitrocelulosa.
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2.4. Estudio ultraestructural

En el pulmon de cerdos con lesiones compatibles con NEP el estudio ultraestructural
confirmd los resultados obtenidos mediante IHQ y los casos control negativo no

mostraron cambios significativos (Fig. 36).

En las vias respiratorias del pulmon de los casos problema se observo la presencia
de microorganismos compatibles con M. hyopneumoniae intercalados entre los cilios de las
células del epitelio ciliado. En determinadas ocasiones se pudo observar la presencia de
estructuras compatibles con pili de adhesion (Fig. 37). Estos datos confirman la
inmunorreaccion positiva observada mediante IHQ en la misma localizacion. Ademas, se
observaron cambios epiteliales con vacuolizacion del citoplasma y pérdida de cilios,
estadio previo a la descamacion de las células (Fig. 38 A). La presencia de linfocitos
intraepiteliales (Fig. 38 B) y la presencia de células plasmaticas en la submucosa de las vias
respiratorias (Fig. 38 C) confirmd el infiltrado de distintas subpoblaciones linfocitarias

inmunomarcadas con la técnica de IHQ en estas areas.

Flg 36 Epltello pseudoestratlflcado Fig. 37 Mlcroorganlsmos compatlbles con

ciliado de vias respiratorias de un cerdo M. hyopneumoniae (flecha). Estructura

control. Caso n°29 1650x. compatible con pili de adhesion (cabeza
flecha). Caso n°25 52000x.

Javier E. Sarradell.



Resultados 144

.........

Fig. 38 A: Presencia de vacuolizacion y pérdida de cilios de una célula ciliada (caso
n°25, 6610x); B: linfocito intraepitelial (flecha) (caso n°21, 2950x); C: célula
plasmatica en la submucosa de vias respiratorias de cerdos casos problema (caso
n°25, 8900x).

Las células que componen el TLAB no revelaron cambios ultraestructurales
significativos, se observo la presencia de linfocitos (Fig. 39 A), células plasmaticas (Fig.
39), macrofagos (Fig. 39 B), células dendriticas (Fig. 39 C) diferenciadas por la presencia
de filamentos intermedios (Fig. 39 D) asi como prolongaciones citoplasmaticas separando
linfocitos (Fig. 39 E y F), y mecanismos de union de tipo estrecha o zonula ocludens (Fig. 39
G), mitosis (Fig. 40 B) y restos celulares, entre los que destaca un cuerpo apoptotico,

fagocitados por un macréfago (Fig. 40 A).
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Fig. 39 Linfocito y célula plasmatica
(flecha) (A, 6610x); macrofago (B, 6610x);
célula dendritica (C, 15500x); filamentos
intermedios (flecha) (D, 39000x); linfocitos
separados por prolongaciones
citoplasmaticas (flecha) (E, 8900x); detalle
de prolongacion citoplasmética (F,
15500x); mecanismo de union de tipo
zonula ocludens (G, 79000x). Caso n°21.
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Fig. 40 Restos celulares y un cuerpo apoptoético, caso n°21, 8900x (A); mitosis en un
foliculo linfoide, caso n°21, 3900x (B).

El estudio ultrastructural de los alvéolos reveld, un aumento de neumocitos tipo I,
en ocasiones exfoliados en la luz, asi como exudados celulares en la luz alveolar
compuestos por (Fig. 41 A y B), macrofagos con activacion fagocitica (proliferacion del
equipo lisosomal), linfocitos, plasmocitos y PMN neutrofilos, abundantes restos celulares

y sustancia surfactante (Fig. 42 Ay B).

s %A

Fig. 41 (A, caso n°23 1200x y B, caso n°21 2950x): Alvéolos con neumocitos tipo 11
(flecha), macréfagos alveolares (flecha hueca), linfocito (cabeza flecha), plasmocito,
y PMN neutréfilo junto a sustancia surfactante pulmonar en la luz de un alvéolo
(estrella) (B).
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Fig. 42 Proliferacion del equipo lisosomal en un macréfago alveolar (flecha) (A,
caso n°23 2950x); presencia de un microorganismo compatible con M.

hyopneumoniae en el citoplasma de un neumaocito tipo I (B, caso n°23 21000x).
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Los micoplasmas son organismos adaptados a las superficies mucosas de los animales a
los que infectan. Las principales areas de actuacion corresponden a la mucosa del aparato
respiratorio, genitourinario y mamario. Los principales micoplasmas aislados del tracto
respiratorio de distintas especies animales, ya sean patdgenos primarios, secundarios o
comensales se encuentran adheridas al epitelio ciliar donde estan adaptados para adherirse
al mismo y evadir los mecanismos defensivos inespecificos y especificos del hospedador.
La invasion de partes profundas del parénquima pulmonar es mas rara y generalmente
asociada a la participacion de otros agentes bacterianos y/o a la quiebra del estado
inmunologico (Howard y cols., 1987). Las enfermedades pulmonares atribuidas a la
accion de distintas especies de micoplasmas estd adquiriendo una creciente importancia en
rumiantes y en ganado porcino debido, en parte, a los sistemas de explotacion intensivo y

a la implicacién sinérgica de distintos agentes bacterianos y/o viricos.

M. bovis es primariamente un agente causal de neumonias en bovinos, siendo un
agente de importancia a nivel mundial. Histol6gicamente, causa bronconeumonia
purulenta con hiperplasia linfoide peribronquiolar y focos de necrosis por coagulacion
rodeados de macréfagos, células plasmaticas y PMN neutrofilos. También se ha aislado en
casos de neumonias y mamitis en ganado caprino (DaMassa y cols., 1992; Ojo y Ikede,
1976). M. agalactiae se ha asociado a casos de neumonia en animales de corta edad, sequido
de artritis y queratitis (Bergonier y cols., 1997). Las lesiones pleuroneumonicas sélo han
sido descritas en algunos casos (Cottew, 1984). Bajo las condiciones del actual
experimento, M. agalactiae y M. bovis no indujeron enfermedad respiratoria lo bastante

severa para causar la muerte.
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Un hallazgo comun en las neumonias micoplasmicas en distintas especies animales
es el incremento de las células mononucleares en el pulmon, como ocurre durante la
infeccion por M. pulmonis en ratones, M. bovis en bovinos, M. gallisepticum en gallinas y M.
hyopneumoniae en cerdos (Fernald, 1979; Howard y cols., 1987). Esto conduce a la
produccion de cumulos peribronquiolares y perivasculares de este tipo de células, muchas
de las cuales son capaces de sintetizar anticuerpos (Cassell y cols., 1974; Gourlay y
Howard, 1982; Howard y cols., 1987) como parte de la respuesta inmune frente a la
infeccion. Los animales inoculados experimentalmente presentaron pequefias areas de
consolidacion en relacion a vias respiratorias. Histolégicamente, se observaron neumonias
broncointersticiales de distinto grado de intensidad. El principal cambio consistié en una
hiperplasia linfoide peribronquiolar y perivascular con una moderada a intensa
acumulacion de linfocitos y, en menor namero, de células plasmaticas. Esto causo la
oclusion de la luz de algunos bronquiolos y la atelectasia de las regiones alveolares distales

al bronquiolo ocluido.

La persistencia de organismos y/o Ags en la superficie mucosa puede ser
responsable de la formacion de acumulaciones linfoides alrededor de las vias aereas
(Howard y cols., 1987). Aunque la severidad de las lesiones producidas bajo condiciones
experimentales pudo ser influenciada por el grado de colonizacion o virulencia (o ambas)
de la cepa de micoplasma usada, los cabritos inoculados con M. agalactiae 0 M. bovis via
respiratoria mostraron similares acumulaciones de leucocitos. Los cambios fueron mas
prominentes en el pulmén de los animales sacrificados a los 21 dias posteriores a la
infeccion lo que apoyaria esta afirmacion debido a la mayor hiperplasia linfoide asociada a

la estimulacion antigénica durante un periodo de tiempo mas largo.
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La alveolitis con presencia de células inflamatorias en alvéolos y la acumulacion
peribronquiolar de células mononucleares son tipicas de una neumonia broncointersticial
(Gourlay y Howard, 1982) caracteristica de varias micoplasmosis respiratorias. En
nuestro caso, los septos alveolares aparecieron engrosados por la acumulacion de
macrofagos, linfocitos de tamafio variable y células plasmaticas. El exudado presente
dentro de los alvéolos consistid predominantemente en macrofagos y un pequefio

numero de linfocitos, células plasmaticas y PMN neutrofilos.

En nuestro estudio no observamos diferencias significativas en las lesiones
desarrolladas en los animales vacunados via parenteral con M. agalactiae 0 M. bovis previo a
la infeccion experimental. Estos datos sugirieren que la vacunacion via parenteral por si
sola no ejerce un papel protector significativo en el aparato respiratorio durante estas
infecciones. Los resultados obtenidos apoyan los obtenidos por otros investigadores en el
control y erradicacién de neumonias en terneros producidas por M. bovis, en los que se
concluye la necesidad de combinar la vacunacion parenteral y la via intranasal para
asegurar un mayor grado de proteccién del tracto respiratorio frente a la infeccion (Stott

y cols., 1987).

M. hyopneumoniae es el agente etioldgico primario de la NEP (Maré y Switzer,
1966; Switzer, 1967). Esta es una enfermedad muy contagiosa que se manifiesta
clinicamente por signos respiratorios moderados y por una disminucion en el indice de
crecimiento y engorde. Histopatoldgicamente, la lesion se corresponde con una neumonia
broncointersticial cronica. En la mayoria de los casos, una vez superada la fase aguda y
salvo complicaciones bacterianas secundarias o afeccion de amplias areas del parénquima

pulmonar, el proceso permanece latente no apareciendo signos respiratorios llamativos.
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Los cerdos de matadero con lesiones indicativas de NEP mostraron en el examen
macro y microscépico lesiones neumanicas caracteristicas de NEP previamente descritas
(Strasser y cols., 1992, Dungworth, 1993, Maes y cols., 1996). Se observd neumonia
broncointersticial con linfoproliferacion peribronquial, peribronquiolar y perivascular. Los
centros germinales eran muy amplios en algunas ocasiones y hacian prominencia sobre la
muscular de la mucosa, ocasionando un estrechamiento de la luz de las vias aéreas y
atelectasia y/o enfisema del parénquima pulmonar correspondiente. En el epitelio de las
vias aéreas se observo pérdida de cilios y exfoliacion de células ciliadas, hiperplasia de
células caliciformes en bronquios, bronquiolos y de las glandulas submucosas de los

bronquios.

Otro componente de la neumonia broncointersticial en la NEP es la alveolitis que
se observa especialmente alrededor de las vias aéreas (Strasser y cols., 1992,
Dungworth, 1993, Maes y cols., 1996). En los cerdos de nuestro estudio se observéd un
engrosamiento de los septos interalveolares, especialmente alrededor de las vias aéreas,
causado por la presencia de macrofagos, linfocitos de variado tamafio y escaso numero de
células plasmaticas. En la luz de los alvéolos se observd la presencia de exudado
compuesto fundamentalmente por macréfagos y escaso nimero de células plasmaticas,
linfocitos y PMN neutrofilos. La pared de los alvéolos afectados presenté una moderada
hiperplasia de neumaocitos tipo Il. El estudio ultrastructural de los alvéolos reveld, un
aumento de neumocitos tipo Il, en ocasiones exfoliados en la luz, asi como exudados
celulares en la luz alveolar compuestos por macrofagos con activacion fagocitica
(proliferacion del equipo lisosomal), linfocitos, plasmocitos y PMN neutrofilos,

abundantes restos celulares y sustancia surfactante.
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A pesar de que los anticuerpos poli y monoclonales dirigidos frente a Ags de
micoplasmas se consideran una herramienta potencial de diagnostico potencial (Howard
y cols., 1987; Adegboye y cols. 1995a; Rodriguez y cols., 1996a), los anticuerpos
monoclonal 5A10 y policlonal 295, usados en este estudio, no pudieron demostrar Ags de
M. agalactiae 0 M. bovis en el tejido pulmonar, aunque fue demostrada la infeccion por
métodos microbioldgicos.  Ultraestructuralmente se observd la presencia de
microorganismos compatibles con micoplasmas adheridos a la superficie epitelial. La
menor sensibilidad de los métodos inmunohistoquimicos en nuestros resultados pudo
deberse a la escasa cantidad de organismos presentes en la superficie epitelial,
probablemente debido a la eliminacion de los mismos por células fagociticas, movimiento
mucociliar o por la accion de la inmunidad de base humoral y/o celular. Esta misma
técnica IHQ se ha utilizado en el diagnoéstico de neumonias agudas en terneros infectados
con M. bovis y en casos de mamitis del ganado caprino infectado con M. agalactiae

(Rodriguez y cols., 1996b).

Cuando se utilizd el anticuerpo policlonal anti-M. hyopneumoniae los cerdos
incluidos en el estudio manifestaron una reaccién de tipo granular, presente en el apex de
los cilios o en el espacio interciliar de bronquios y bronquiolos. Estos datos son similares
a los obtenidos por Doster y cols. (1988), Andrada y cols. (1998a y 1998b) mediante
técnicas de inmunoperoxidasa indirecta e IHQ usando anticuerpos monoclonales y
policlonales respectivamente. Ademas, Kwon y Chae (1999) detectaron DNA de M.
hyopneumoniae mediante hibridacion “in situ” en el epitelio de bronquios y bronquiolos y, en
menor medida, en macrofagos alveolares e intersticiales. Lo expresado anteriormente es

de mayor importancia debido a que la adherencia a las células ciliadas de la traquea,
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bronquios y bronquiolos es el prerrequisito para la iniciacion de la NEP y so6lo algunos
micoplasmas profundizan hasta los alvéolos. M. hyopneumoniae no penetra el epitelio de las
vias aéreas, se sitGa en el 4pex de los cilios o en el espacio interciliar (Blanchard y cols.,
1992), hechos corroborados en este estudio. Finalmente, cuando se realizo el estudio
ultraestructural se confirmo la presencia en las vias respiratorias del pulmén de los casos
problema de microorganismos compatibles con M. hyopneumoniae intercalados entre los

cilios de las células epiteliales.

Zielinski y Ross (1993) demostraron que es necesaria la existencia de receptores
de M. hyopneumoniae para la adherencia a las células ciliadas del epitelio respiratorio.
DeBey y Ross (1994) y Young y cols. (2000) evaluaron “in vitro” las interacciones que se
producen entre M. hyopneumoniae y las celulas ciliadas del epitelio de anillos traqueales,
observando que se producia ciliostasis y pérdida de los cilios cuando utilizaron cepas con
escaso nimero de pases en cultivo y alta virulencia. Cuando incorporaron un filtro de 0,1
mm, el dafio del epitelio no se produjo, demostrando que el dafio celular y la ciliostasis se
produce sélo cuando M. hyopneumoniae se adhiere a las células. Cuando se realizo el estudio
ultraestructural se pudo observar la presencia de estructuras compatibles con pili de
adhesion. Recientemente se ha purificado una proteina de 97 kDa de M. hyopneumoniae que
los estudios moleculares han demostrado su comportamiento como adhesina.
Actualmente se conocen 6 adhesinas mas con capacidad para facilitar la interrelacion
entre M. hyopneumoniae y el epitelio de las vias respiratorias (Ross y Young, 1993; Zhang

y cols., 1995; Hsu y cols., 1997; Wilton y cols., 1998).
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A medida que la infeccion progresa, hay una reduccién en la actividad ciliar, una
pérdida gradual de los cilios, formacién de microcolonias, finalmente se observa una
pérdida total de los cilios con descamacion y exfoliacion de las células epiteliales (Maes y
cols., 1996). Una proteina citotoxica y otras sustancias nocivas tales como peréxido de
hidrogeno pueden estar involucrados en la destruccidn de los cilios y células epiteliales. La
presencia de mucus en las vias aéreas puede ser explicada por la reduccién de la actividad
ciliar y la hipersecrecion de las células caliciformes y glandulas mucosas (DeBey y cols.,
1992). Esto concuerda con lo observado ultraestructuralmente, cambios epiteliales con
vacuolizacion del citoplasma y pérdida de cilios, todos ellos estadios previos a la

descamacion de las células.

Los estudios del sistema inmune se han incrementado durante los Ultimos afios, en
particular las metodologias de purificacion proteica y el uso de anticuerpos monoclonales
desarrollados frente a moléculas de la superficie de los leucocitos, ha generado
informacion de las poblaciones leucocitarias y sus interacciones. Estos anticuerpos
monoclonales especificos han cambiado la forma de estudiar el sistema inmune, como
resultado estas células pueden ser clasificadas, aisladas y estudiadas por sus propiedades
funcionales (Lunney, 1993; Saalmuller, 1996). El conocimiento de las poblaciones del
sistema inmune ha facilitado la realizacion de estudios para la comprension de la
influencia de los agentes infecciosos en el sistema inmune y las interacciones de dichos
agentes con las diferentes poblaciones leucocitarias. El conocimiento de las interacciones
entre las partes inmundgenas de los agentes infecciosos y las poblaciones del sistema
inmune es importante para el desarrollo de nuevas vacunas y estudios de la patogenia de

las mismas (Saalmduller, 1998).
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Aunque no se considera como un organo linfoide, un gran ndmero de células
inmunologicamente activas se encuentran presentes en el pulmén, esto provee una
defensa primaria del hospedador frente a los patdgenos inhalados. Una substancial
proporcién de células inmunolégicamente activas, incluyendo macréfagos, linfocitos B y
T se encuentran distribuidos a través del parénquima pulmonar. El pulmon puede ser
dividido en distintos compartimentos linfoides, el parénquima pulmonar, los espacios
broncoalveolares, la lamina propia, los espacios vasculares y el TLAB (Pabst, 1995). El
TLAB se ha identificado en la mayoria de los mamiferos incluyendo los bovinos, conejos,
ratones, cerdos y humanos, encontrandose asociado a los bronquios y bronquiolos a lo
largo del tracto respiratorio. Se cree que se encuentra involucrado en el muestreo de
antigenos que entran al pulmén porque se ha descrito un epitelio modificado en su
superficie, después del reconocimiento inicial de los antigenos los macréfagos migran
hacia los ganglios linfaticos regionales donde se inician las respuestas inmunes. Existe
poca informacion referente a la reactividad del sistema inmune celular del pulmén en el

porcino y caprino frente a los antigenos infecciosos.

Ha sido motivo de controversia durante mucho tiempo el papel de la hiperplasia
linfoide del TLAB en la respuesta frente los micoplasmas. En el caso de M. hyopneumoniae
se postulé que la presencia de una proteina mitogénica localizada en la membrana del
microorganismo seria la responsable de la masiva hiperplasia linfoide alrededor de las vias
aéreas y vasos sanguineos (Meisser y Ross, 1991). También se ha investigado la
supresion en la respuesta inmune humoral causada por la reduccién en la actividad de los
linfocitos, la inhibicién de la inmunidad celular por la disminucién de la fagocitosis por

parte de los macréfagos y el aumento de PGE: presente en los lavados bronquiales la cual
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reduce la actividad microbicida de los PMN. Estos efectos supresores son mas
pronunciados en las etapas tempranas de la infeccion pero pueden continuar durante
varias semanas (Gourlay y Howard, 1982; Caruso y Ross, 1990; Asai y cols., 1996;

Maes y cols., 1996).

En todo caso, se necesita la interaccion de tres células para que ocurra una
respuesta inmunitaria efectiva: una célula presentadora de Ag, un linfocito T efector (la
célula que en realidad regula la respuesta) y un linfocito Th CD4+. Las células efectoras
pueden ser linfocitos B, si se dispara la formacion de anticuerpos, o linfocito Tc CD8+, si
se dispara la inmunidad mediada por células. Aunque en el caso especial de los linfocitos
B pueden reconocer el Ag en su forma nativa a través de sus Igs de superficie.
Posteriormente el Ag es internalizado, fragmentado, asociado al MHC 11 y expresado en
la membrana del propio linfocito B, si se encuentra el estimulo adecuado de un linfocito
Th CD4+, se podra iniciar la produccion de lgs (Sanchez-Vizcaino, 2000; Tizard,

2000).

A continuacion discutiremos los cambios observados durante el presente estudio
en las principales células que participan en el sistema inmune pulmonar dentro del TLAB
(macrofagos, células presentadoras de Ags, linfocitos T y B), de los cabritos inoculados
experimentalmente con M. agalactiae y M. bovis 0 de los cerdos procedentes de matadero

con lesiones tipicas de NEP.

La célula fagocitaria predominante que infiltré el pulmén después de la infeccién
por M. agalactiae 0 M. hovis en los cabritos de este estudio fue el macréfago, observacion

que fue confirmada por el uso del anticuerpo policlonal anti-lisozima. Esto concuerda con
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la descripcion de este tipo de célula como mecanismo efector importante y primario
durante las infecciones por micoplamas (Howard y cols., 1987; Rodriguez y cols.,

1996a).

Los macréfagos poseen receptores para la fraccién Fc de la 1gG y para diversos
factores del complemento. Intervienen en la respuesta inmune captando el Ag,
procesandolo y presentandolo a los linfocitos T especificos. Ademas liberan diversos
factores solubles (IL-1, IL-6, TNF) que modulan esta respuesta inmune. Por ultimo,
median también funciones efectoras, como la lisis de microorganismos y de células
tumorales de forma directa 0 a través de sus receptores para lgs y factores del
complemento (Suter, 1990; Alvarez y cols., 1997). La sintesis de IL-1 y TNF-a puede
dar lugar también a la secrecion de las proteinas de fase aguda, estimulando la produccion
de prostaglandinas y enzimas proteoliticas, y realzando la infiltracién celular por
quimiotaxis y mitosis. La IL-1 también desempefia un papel importante en las respuestas
inmunes especificas de Ag, actuando como sefial temprana en la activacion de los
linfocitos T, y participando en la red de citocinas que regula la diferenciacion de los

linfocitos B (Mossmann y Coffman, 1989; Nash y cols., 1992).

Los macréfagos son las células presentadoras de Ag mejor estudiadas, pero no son
las Unicas, las células dendriticas y los linfocitos B, juegan un papel importante. Aunque
todos los macréfagos fagocitan Ags, sélo algunos pueden procesar Ags exogenos de
manera que puedan provocar una respuesta inmunitaria adecuada. EI MHC |1 es una
proteina de transporte que fija fragmentos de Ag y los conducen hasta la superficie

celular, una vez en ella, presenta el Ag a los linfocitos Th, estas células reconocen el Ag
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solo cuando esta unido fisicamente a un Ag MHC 11. Pero la presentacion de un Ag unido
al MHC Il es insuficiente para activar una respuesta inmunitaria, la célula T debe ser
expuesta a proteinas “coestimuladoras” secretadas por el macrofago, entre las mas
importantes se encuentra la IL-1 (Marrack y Kappler, 1986; Suter, 1990; Alvarez y

cols., 1997; Banchereau y Steinman, 1998; Howard y cols., 1999).

Las citocinas juegan un papel dominante en la regulacion de la capacidad funcional
del macrofago durante respuestas inmunes especificas de Ag y no especificas, en primer
lugar como moléculas que influyen directamente en el nivel funcional de los macréfagos,
y en segundo lugar, como las moléculas efectoras de macréfagos activados (Cao y cols.,
1989). Las citocinas pueden regular también la expresion del Ag de MHC Il en los
macrofagos (Nash y cols., 1992) vy, puesto que los receptores de los linfocitos T
reconocen el Ag en el contexto del MHC I o II, esta activacion de los receptores de
macrofagos tiene implicaciones importantes para el comienzo y desarrollo de la respuesta

inmune.

En el caso de los cabritos inoculados, el anticuerpo anti-MHC Il marco células de
morfologia irregular con prolongaciones citoplasmaticas que se encontraron entre
linfocitos del TLAB y debajo de la membrana basal del epitelio bronquial y bronquiolar.
El porcentaje de células positivas fue significativamente mayor en los animales inoculados
respecto de los controles. Tal activacion pudo participar en la regulacion de la sefial de

células presentadoras de Ags para el desarrollo de la inmunidad humoral y celular.

Por otra parte, en el estudio de cerdos con lesiones caracteristicas de NEP el

anticuerpo  monoclonal anti-MHC Il marc6 celulas de morfologia irregular con
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prolongaciones citoplasmaticas y nucleo relativamente grande respecto de los linfocitos
que los rodean. En el TLAB se las observo principalmente dentro de los centros
germinales y debajo de la membrana basal de los epitelios. Ademéas se encontrd gran
cantidad de células de citoplasma abundante y ndcleo arrifionado compatibles con
macrofagos alveolares distribuidos principalmente dentro de la luz de los alvéolos y, en
menor cantidad, en los septos interalveolares. Aungque no se observaron diferencias
significativas en el porcentaje de células positivas del TLAB entre casos problema y
control. Este hecho pudo deberse a la notable hiperplasia observada en el TLAB de los
animales problema, lo cual determind una disminucion relativa de las células dendriticas

frente a las poblaciones linfoides.

La lisozima es un enzima que se encuentra en altas concentraciones en los
lisosomas de los macrofagos y PMN neutrofilos, en el aparato respiratorio se encuentra
en el moco bronquial, entre otras actividades escinde peptidoglicanos de la pared de las
bacterias y es una potente opsonina (Tizard, 2000); esta enzima constituye un marcador
para determinar mediante IHQ la presencia de macrofagos y PMN neutrofilos. En el
TLAB de los cabritos y en los cerdos estudiados, la inmunorreactividad frente al
anticuerpo policlonal anti-lisozima se observo en el citoplasma de los macrofagos
principalmente localizados en las areas perifoliculares del TLAB. Asimismo, se
observaron numerosos macrofagos inmunorreactivos en los espacios alveolares y en la luz
de los bronquiolos. En los cabritos, algunos PMN neutréfilos intravasculares resultaron
en ocasiones inmunomarcados. Aungue no se observaron diferencias significativas en el
porcentaje de células positivas con este anticuerpo en el TLAB entre animales infectados

y controles, el aumento de éstas células en areas perifoliculares en bronquiolos y en
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alvéolos indican el papel del los macrofagos y, en menor medida, de los PMN neutrofilos

en la fagocitosis y eliminacioén de micoplasmas durante la infeccidn respiratoria.

Las células dendriticas se cree que derivan de los monocitos sanguineos, son
células mononucleares con un nucleo arrifionado y citoplasma claro; se localizan en todos
los tejidos, pero se concentran de manera especial en los érganos linfoides. Forman una
extensa membrana interdigitante compuesta de protuberancias citoplasmaticas (dendritas),
que permite un fuerte atrapamiento del Ag (mucho mas eficientemente que el macréfago).
Funcionan de dos formas, en un animal que no tuvo contacto previo con el Ag,
simplemente proporcionan una superficie sobre la cual puede ser presentado el Ag junto
al MHC 11 y en los animales con complejos Ag-anticuerpo circulantes, las células
dendriticas son capaces de retener al Ag en su superficie durante mas de tres meses
(Algarra y Garrido, 1998; Banchereau y Steinman, 1998; Howard y cols., 1999). En
el caso de los cerdos se observd en el TLAB la presencia de células dendriticas
diferenciadas por la presencia de filamentos intermedios asi como prolongaciones
citoplasmaticas separando linfocitos, y mecanismos de union de tipo estrecha o zonula

ocludens.

En los cabritos inoculados y en los cerdos procedentes de matadero con NEP, el
anticuerpo policlonal anti-S-100 detect6 en el TLAB una poblacion de morfologia similar,
con presencia de inmunorreactividad difusa en el nucleo y citoplasma de células con el
citoplasma estrellado y largos procesos citoplasmaticos (células dendriticas). Se las
encontrd distribuidas especialmente dentro de los centros germinales y en la periferia de

los foliculos linfoides donde se observé una moderada cantidad de linfocitos positivos.
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Los linfocitos T, a diferencia de los B, que reconocen el Ag en su conformacion
nativa a través de las Igs de superficie, reconocen el Ag una vez procesado y asociado a
los Ags propios del MHC. Pueden dividirse en Th, Tc y Ts, de acuerdo con su funcion y
la expresion de ciertas moléculas de superficie celular (Ags de diferenciacion) (Marrack y

Kappler, 1986; Suter, 1990; Alvarez y cols., 1997; Sanchez-Vizcaino, 2000).

Todos los timocitos expresan el Ag CD2, que es un péptido cuya funcion es la de
molécula de adhesién primaria que contribuye a potenciar la afinidad de union del
linfocito T a las células presentadoras de Ag. Ademas es utilizado para diferenciar
linfocitos T de los B, dado que en cerdos produce la adhesion de hematies de oveja
formando rosetas (Saalmuller y Bryant, 1994; Arnaiz y cols., 1998; Sanchez-Vizcaino,
2000). Con el anticuerpo monoclonal anti-CD2 se observd, en los cerdos,
inmunorreactividad en células mononucleares con escaso citoplasma (linfocitos)
distribuidos especialmente en las areas perifoliculares del TLAB y, en menor @ntidad,
dentro de los centros germinativos. En los septos alveolares se detectd una escasa a
moderada cantidad de células positivas, distribuidas por el parénquima que fueron mas
numerosas en las porciones mas proximas a las vias aéreas. Las vias aéreas mostraron
escasa cantidad de células positivas subepiteliales e intraepiteliales. No se observaron
diferencias significativas en el porcentaje de células positivas entre casos problema y
control. Este hecho puede indicar que aunque se produzca un incremento significativo de
las poblaciones linfoides en el TLAB, la proporcion de células T respecto a las demas

poblaciones del TLAB se mantiene.

La mayoria de los linfocitos T periféricos son CD3*, es el término colectivo que se

da a un complejo de siete cadenas peptidicas que forman una parte integral del complejo
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TcR y esté presente en todos los linfocitos maduros y cuya funcion es transmitir la sefial
de activacion a través de la membrana a causa del reconocimiento antigénico. Ademas, los
linfocitos T portan otros receptores asociados al complejo CD3 que permiten
diferenciarlos entre dos poblaciones principales: CD4 y CD8 (Suter, 1990; Arnaiz y
cols., 1998; Tizard, 2000). Estudios realizados por Ramos-Vara (1992 y 1994)
demostraron, mediante IHQ sobre tejidos fijados en formol, que un anticuerpo policlonal
anti-CD3 puede reconocer especificamente a poblaciones linfoides de tipo T de diferentes

especies animales, entre ellas la caprina y porcina.

El papel de la inmunidad mediada por células en los animales con neumonias
micoplasmicas es ambiguo. En ratones, hamsters y cerdos, la supresion de la inmunidad
mediante timectomia o la inyeccion de un suero anti-timocitos antes de la infeccion con
micoplasmas, capaces de producir neumonias, di6 como resultado el desarrollo de
lesiones microscopicas menos severas que en los animales inmunocompetentes (Denny y
cols., 1972; Tajima y cols., 1984; Taylor y cols., 1974), aunque la cantidad de
micoplasmas presentes en el tracto respiratorio fue mayor en los animales
inmunosuprimidos (Denny y cols., 1972; Tajima y cols., 1984; Taylor y cols., 1974) y
la diseminacion hacia otros 6rganos fue mas frecuente en los ratones inmunosuprimidos

(Denny y cols.,1972).

En los cabritos, con el anticuerpo policlonal anti-CD3 se detectd una intensa
inmunorreactividad en linfocitos del TLAB localizados principalmente en areas
perifoliculares y también en linfocitos infiltrados en los septos alveolares. La diferencia en
porcentaje de células positivas entre inoculados y controles en el TLAB fue

estadisticamente significativa por lo tanto, en la hiperplasia linforreticular, el tipo celular
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mas comprometido fue el linfocito T CD3+, lo que indica un importante papel de la
inmunidad de base celular. En los cerdos con el mismo anticuerpo se detectd similar
inmunorreactividad en linfocitos localizados en el TLAB, principalmente en las areas
perifoliculares, en las que también se observaron linfocitos infiltrados en los septos

alveolares, mas numerosos en las areas del parénquima circundante a los bronquios.

El CD4 es una unica cadena proteica de superficie celular que se encuentra
asociada al TcR y el CD3, caracteristica de los Th. En los linfocitos T, CD4 es la molécula
que se une a las moléculas MHC 11 en la superficie de las celulas presentadoras de Ag
(Suter, 1990; Saalmduller y Bryant, 1994; Arnaiz y cols., 1998). Center y cols. en 1996,
observaron que la IL-16 es el ligando para el CD4, este hecho puede ayudar a un mayor
conocimiento de la actividad de este receptor. En cambio, CD8 consiste de dos cadenas
peptidicas de superficie celular unidas por puentes disulfuro que forman un solo receptor
asociado al TcR y al CD3, y se consideran linfocitos T con funcion
supresora/citotdxica. Estos se unen a los Ags MHC clase I, y hacen posible que los
linfocitos T s unan a casi todas las demas células nucleadas del organismo. También las
células NK expresan una escasa cantidad de CD8 (Suter, 1990; Saalmuller y Bryant,

1994; Saalmdiller y cols., 1994; Arnaiz y cols., 1998).

En los cabritos infectados experimentalmente, las células CD4+ fueron
significativamente mas numerosas que las CD8+ y se localizaron principalmente en las
areas perifoliculares del TLAB; en el caso de las células CD8+ se localizaron debajo del
epitelio de los bronquiolos, intraepiteliales distribuidas de forma difusa en los foliculos del
TLAB. EIl resultando fue una relacion CD4/CD8 mayor a 1 en todos los cabritos

inoculados, con una diferencia significativa entre inoculados y controles.

Javier E. Sarradell.



Discusion 165

Por otra parte, en los cerdos procedentes de matadero con lesiones de NEP la
subpoblacion CD4+ fue significativamente mas numerosa que la inmunomarcada con el
anticuerpo monoclonal anti-CD8+* en todos los casos problema, resultando la mediana de
la relacion CD4/CD8 de los casos problema de 4,55:1 siendo el valor menor de 2,90:1.
Caso contrario ocurrio en los casos control donde la mediana de la relacion CD4/CD8
fue 0,46. Los linfocitos CD4+ se localizaron principalmente en las areas perifoliculares y
en los centros germinales del TLAB. Los linfocitos CD8+ se localizaron en las areas
perifoliculares, distribuidos difusamente en los foliculos, asi como en zonas subepiteliales

e intraepiteliales de bronquios y bronquiolos.

Ultraestructuralmente se confirmd la presencia de linfocitos intraepiteliales y la
presencia de células plasmaticas en la submucosa de las vias respiratorias. Se observo

escasa cantidad de linfocitos infiltrando los septos alveolares.

La expresion de Ags CD4 ¢ CD8 guarda relacion con el reconocimiento del Ag en
asociacion con los Ags MHC Il & | respectivamente y se pueden distinguir dos
subpoblaciones de linfocitos T con funciones reguladoras o efectoras distintas. En
general, los linfocitos CD4+ cooperan (Th) con el resto de las células del sistema inmune
(linfocitos T, B y macrdfagos) para facilitar su respuesta y son los responsables de las
reacciones de hipersensibilidad retardada, mientras que los linfocitos CD8+ se encargan de
la actividad citotoxica (Tc) y supresora (Ts), de manera que cuando desarrollan su
actividad Tc al interactuar con el MHC | son capaces de actuar contra cualquier célula del

organismo (Minguez y cols., 1988; Suter, 1990; Alvarez y cols., 1997).
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Los linfocitos T CD4+ representaron la subpoblacién predominante responsable
de la hiperplasia observada en el TLAB, estas células T son capaces de activar
macrofagos, dando por resultado una capacidad de destruir micoplasmas de forma mas
eficiente (Nlash y cols., 1992). Estos resultados estan en concordancia con los hallazgos
observados en otras infecciones respiratorias como cerdos infectados con P. multocida
(Berndt'y Muller, 1995) y bovinos con el Virus Respiratorio Sincitial Bovino (Thomas y
cols., 1996) donde se encontraron altas concentraciones de linfocitos CD4+ y CD8+
activados en las regiones peribronquiales y perivasculares del pulmon. Los Th producen

diferentes citocinas, esto determina que sean divididos en dos grupos principales, los Thl

y Th2. Los Th1 producen principalmente IL-2 e IFN-g, la IL-2 activa principalmente a los

linfocitos B, células NK y macrofagos; y el IFN-g inhibe la actividad de los Th2, estimula
a los Thil, activa las células NK y macrofagos. Los Th2 producen principalmente IL-4,
IL-5, IL-9, IL-10 e IL-13. La IL-4 estimula el crecimiento y diferenciacion de linfocitos B;
la IL-5, estimula el crecimiento de los linfocitos B y eosinofilos; la IL-9 es un factor de
crecimiento de linfocitos T; la IL-10 inhibe a los Thl y suprime la funcionalidad de los
macrofagos; y la IL-13, estimula el crecimiento de los linfocitos B e inhibe a los
macrofagos. Pero ademas de las poblaciones anteriormente descritas existe otro Th, el
ThO el cual secreta una mezcla de citocinas que es representativa de ambos, Thl y Th2.
Estas células pueden ser precursores de ambos o células que se encuentran en transicion
entre ambas poblaciones. En etapas tempranas del proceso inflamatorio existe una
poblacion mixta de ThO, Thly Th2; pero si el Ag persiste se produce una polarizacion de
la poblacién hacia Thl o Th2 (Dominguez y Alonso, 1991; Brown y cols., 1994;

Murtaugh, 1994; Banchereau y Steinman, 1998; Rissoan y cols., 1999). Es probable
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que los linfocitos Thl CD4+ con la produccién de citocinas tales como IFN-g

desempefien un papel importante en la eliminacion de los micoplasmas del pulman.

Un Tc CD8+ activado puede migrar de los 6rganos linfoides para unirse a la célula
blanco que presente un Ag unido al MHC | y provocar su apoptosis mediante la accion de
proteinas denominadas perforinas, que al polimerizarse pueden insertarse en las
membranas de las células blanco y producir las lisis celular (Carter y Dutton, 1995) y
granulisinas que reducen la viabilidad de bacterias, hongos y parasitos “in vitro” mediante
una alteracion de la integridad de la membrana (Stenger y cols., 1998). Se han propuesto
un gran numero de factores que colaboran en los mecanismos por los que los monocitos
son capaces de matar microorganismos, se incluye la generacién de oxido nitrico y la
produccién de radicales libres de oxigeno (Tizard, 2000). Los linfocitos T CD8+

(memoria) se encuentran programados para responder rapidamente sin tener que realizar

una expansion clonal y diferenciacion, y reaccionan secretando principalmente IFN-ge
IL-2 en el caso de una estimulacion antigénica (Cho y cols., 1999). La inmunidad celular,
mediada por linfocitos T, tiene dos efectos principales, aumentar la actividad fagocitica y

citotdxica de macrofagos e iniciar la respuesta inflamatoria cronica.

En los porcinos existe un alto porcentaje de la poblacién de linfocitos de sangre
periférica que son CD4+ CD8+ (10-60%), aunque en las placas de Peyer se identifica una
menor proporcion (10% aproximadamente), al igual que en los foliculos linfoides
peribronquiales. Se sabe relativamente poco de esta poblacion de linfocitos, aunque se
conoce que aumentan con la edad del animal, son linfocitos maduros que expresan el

MHC Il y por lo tanto, son potencialmente células presentadoras de Ags. Hay muchas
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evidencias que indican que pueden representar una poblacion de linfocitos CD4 que han
adquirido el CD8 despues de una exposicion antigénica. Se cree que son linfocitos de
memoria debido a que responden més rapidamente que otros linfocitos al estimulo
antigénico y se piensa que después de la estimulacion antigénica en las mucosas migrarian
por la circulacion linfatica hacia otros tejidos (Pescovitz y cols., 1994; Thome y cols.,
1994; Zuckermann y Gaskins, 1996; Zuckermann y Husmann, 1996; Davis y

Hamilton, 1998; Zuckermann, 1999).

La poblacién doble positiva del estudio no se considero significativa. Asi, la suma
de linfocitos CD4+y CD8* del TLAB practicamente constituia la totalidad de linfocitos T
(representado por linfocitos CD3*). Sin embargo para determinar el papel exacto de esta
poblacion doble positiva, seria necesario realizar cortes seriados y/o dobles marcajes con
diferentes anticuerpos sobre una misma célula. En las muestras estudiadas no se observo
un porcentaje significativo de linfocitos dobles positivos, tanto en los casos problema

como en los control.

En este estudio se observé que los linfocitos TcRg-d del TLAB fueron escasos en
los cabritos y aparecieron intimamente asociados a la lamina propia de los bronquiolos.
Los linfocitos con TcRg-d han sido identificados, en un principio, sélo en los rumiantes
con alta proporcion de los linfocitos T circulantes CD4- CD8- (Clavers y cols., 1990). En
un trabajo realizado por Caro y cols. (1998) observaron en cabras de diferentes edades
que el porcentaje de linfocitos TcRg-d disminuia con la edad (desde 20,6%=1 semana de
edad, hasta 3,8%=3 meses de edad) en concordancia con lo observado en rumiantes por

Wyatt y cols. (1994). Algunos autores relacionaron tales disminuciones con la capacidad
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funcional de esta poblacion de brindar una inmunidad celular temprana a los animales
jovenes que no poseen todavia un sistema inmunitario maduro de linfocitos TcRa-b
(Hein y Mackay, 1991). Estos linfocitos se localizan preferentemente en piel e intestino,
aunqgue se han observado en el bazo, nédulos linfaticos, TLAB, etc. (Bonneville y cols.,
1988; Itohara y cols., 1990; Carr y cols., 1994; Binns, 1994; Thome y cols., 1994;
Mathy y cols., 1997; Caro y cols., 1998). En nuestros resultados detectamos una
poblacion escasa, pero constante, de células inmunomarcadas frente a este antigeno.
Estos resultados concuerdan con los referenciados en rumiantes jovenes pudiendo en
estas edades con falta de desarrollo de un sistema inmune, tener un papel de primera linea

de defensa frente a antigenos absorbidos al estar localizados a nivel subepitelial.

Por ultimo, los mecanismos de defensa de tipo inmunitarios en la zona respiratoria
incluyen la inmunidad humoral, que tiene tres efectos principales, actividades bioldgicas
mediadas por anticuerpos especificos, aumentar los mecanismos de fagocitocis mediada
por anticuerpos e iniciacion de la respuesta inflamatoria (Huang y cols., 1990; Busse,

1991; Pabst y Binns, 1994; Tizard, 2000).

Desde un punto de vista morfolégico, los linfocitos B son indistinguibles de los T,
ambos son células de tamafio pequefio (7-9 mm) con un nucleo voluminoso, de cromatina
condensada y escaso citoplasma. Sin embargo, existen diferentes marcadores que
permiten diferenciar los linfocitos T de los B, el mas conocido y utilizado es la
inmunoglobulina de membrana, que constituye el receptor especifico de Ag del linfocito
B. Estas Igs se pueden poner de manifiesto con sueros anti-lgs mediante IHQ sobre

cortes de tejidos. También, estas células presentan receptores para factores de
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crecimiento, IL-4, y cuando estan activados expresan receptores para IL-2 (Suter, 1990;

Alvarez y cols., 1997; Sanchez-Vizcaino, 2000).

Los microorganismos y Ags complejos, en este caso los micoplasmas, llegan
principalmente hasta los nédulos linfaticos del TLAB (zonas inductoras) y son incluidos
en desmosomas por las células especializadas de la superficie y transferidos intactos al
tejido subyacente donde se encuentran las células linfoides que los procesaran y
presentaran a los linfocitos By T (Inman y Cantey, 1983; Wolf y cols., 1981). En las
zonas efectoras también se produce captacion de Ag, pero mediante mecanismos
diferentes. En este caso el Ag puede entrar por endocitosis a través de las mismas células
epiteliales o atravesando las llamadas uniones estrechas o zonulas ocludens (Torres, 1997).
La estimulacion antigénica en las zonas inductoras induce inmunidad sistémica mediante

1gGs e IgAs circulantes.

En los cabritos inoculados experimentalmente, se detecté inmunorreaccion anti-
IgG en el citoplasma de un moderado nimero de células plasmaticas y en la superficie de
algunos linfocitos localizados, principalmente, en el tejido perifolicular y subepitelial. En

ocasiones, se marcaron en células plasmaticas y linfocitos de los septos alveolares.

En el caso de los cerdos se detectd 1gG porcina en el citoplasma de un moderado
numero de células plasmaéticas y en la membrana citoplasmatica de algunos linfocitos
localizados principalmente en el tejido perifolicular del TLAB y en la submucosa de las
vias aéreas. En algunas ocasiones, se detectd inmunorreactividad en células
mononucleares de los septos alveolares y en la luz de los alvéolos, lo que se confirmé

ultraestructuralmente.
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El pulmon posee una cantidad considerable de tejido linfoide que se distribuye de
manera difusa en la [amina propia de las vias aéreas (zona efectora) o formando ndédulos
proximos a las vias aéreas donde forman el TLAB (zona inductora). En las zonas
inductoras tiene lugar el contacto con el Ag y la induccidn de respuestas iniciales. En las
zonas efectoras se localizan las células plasmaticas productoras de IgA del isotipo secretor

(McGhee y cols., 1992).

Defensivamente es muy importante la inmunidad mediada por células, la secrecion
local de IgA que previene la adherencia de los micoplasmas al epitelio ciliado y la 1gG que
facilita la opsonizacién y posterior fagocitosis por parte de los macréfagos alveolares
(Sheldrake, 1990 y 1993, Walker y cols., 1996). Con el anticuerpo policlonal anti—IgA
caprina se detecté inmunorreactividad en el citoplasma y en la membrana celular de un
moderado numero de células plasmaticas localizados principalmente en el tejido
perifolicular y subepitelial. En algunas ocasiones, se observaron células plasmaticas y
linfocitos en los septos alveolares. Cuando se utilizo el anticuerpo policlonal anti—IgA
porcina se detectd similar inmunorreaccion a la observada en los cabritos. También se
observé una gran cantidad de células positivas rodeando las glandulas submucosas de los
bronquios. En algunas ocasiones, se detecté inmunorreactividad en celulas plasmaticas y

linfocitos de los septos alveolares.

En el presente estudio, existen cambios significativos en el porcentaje de células
IgG+* e IgA+, tanto en el los cabritos inoculados experimentalmente como en los cerdos
con lesiones tipicas de NEP. Asimismo en los cabritos se detectaron anticuerpos
especificos frente a M. agalactiaa 0 M. bovis en suero. Dichos cambios indican la

Importancia que posee la inmunidad humoral en la respuesta frente a los micoplasmas que
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se encuentran en las vias aéreas. La produccion de anticuerpos locales durante las
neumonias micoplasmicas proporcionan algun tipo de proteccion en estas enfermedades.
La importancia de esta respuesta inmune se evidencio por el hecho de que se produjo un
incremento en el nimero de linfocitos B del pulmon en los animales infectados con M.
hyopneumoniae, al igual que el nimero de células productoras de inmunoglobulinas en el
tejido pulmonar y de los titulos de anticuerpos anti-M. hyopneumoniae presentes en las
secreciones traqueobronquiales durante el curso de la enfermedad inducida
experimentalmente (Messier y cols. 1990). La transferencia de inmunidad pasiva a partir
de suero conteniendo anticuerpos anti-M. hyopneumoniae protege a los cerdos de la NEP
(Lam y cols.1971), por los tanto los anticuerpos circulantes aparecen como involucrados

en los mecanismos protectores.

Existen mecanismos de citotoxicidad celular mediada por anticuerpos, donde
células con receptores para las Fc de Igs (monocitos, PMN eosindfilos, neutrdfilos,
linfocitos B y células NK) se unen a células tapizadas por las Igs favoreciendo la
fagocitosis y/o la degranulacion enzimatica. Finalmente, la respuesta inmune mediante
anticuerpos se desencadena, como se detalld en apartados anteriores, mediante la
colaboracion entre los linfocitos B y los CD4+, dicha colaboracion se produce al contactar
ambas células gracias al MHC 11 y al Ag, asi como a la liberacion de linfocinas, sobre todo
la IL-4; de esta forma se puede producir 19gG, IgE o IgA, pero conservara sus regiones
variables (las que se unen al Ag) originales (Brown y cols., 1994, Sanchez-Vizcaino,
2000). Esto es muy importante atendiendo a los resultados obtenidos con respecto a la
relacion CD4/CD8, donde tanto en las cabras inoculadas experimentalmente, como en

los cerdos con lesiones de NEP se produjo un incremento significativo de las células
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CD4+. Sobre esto datos podemos observar como se potencia las inmunidad celular con la

humoral.

La inmunidad lactogénica a través de la administracion oral de un Ag fue
demostrada por vez primera por Montgomery y cols. (1974) en conejos. Posteriormente
esto fue corroborado en muchas otras especies animales, incluyendo el cerdo (Saif y
Bohl, 1986). Esto se debe a que las células inducidas por un Ag en el pulmén abandonan
el pulmon via vasos linfaticos y alcanzan la circulacion sistémica a través del conducto
toracico. Finalmente migran hasta las diferentes zonas efectoras, como la lamina propia de
glandulas mamarias, salivares y lacrimales, donde se produce su diferenciacion. Esta puede
ser una herramienta util para la induccién de una inmunidad local a nivel del tracto
respiratorio frente a los micoplasmas, mediante la inoculacién via oral de antigenos de
micoplasmas, especialmente para los que poseen nula o escasa capacidad de penetracion

en el organismo, este puede ser el caso de los micoplasmas estudiados aqui.

La organizacion morfoldgica y de poblaciones celulares presente en el TLAB de
los cabritos y de los cerdos ha mostrado es este estudio una alta especializacion, semejante
a la presente en drganos linforreticulares como bazo y ganglios linfaticos (Huang y cols.,
1990). Asi, las poblaciones macrofagicas, células presentadoras de antigenos y linfocitos B
se agrupaban en los centros germinales en tanto que los linfocitos T efectores se

localizaron en las zonas perifoliculares y subepiteliales.

Javier E. Sarradell.



CONCLUSIONES



Conclusiones 175

1. Las lesiones pulmonares asociadas a la infeccion experimental por Mycoplasma
agalactiae y Mycoplasma bovis en cabritos lactantes se caracterizaron por una neumonia
broncointersticial ligera, siendo la hiperplasia del tejido linfoide asociado a los

bronquios (TLAB) el hallazgo histologico (estructural) mas significativo.

2. La vacunacion por via parenteral con Mycoplasma agalactiae 0 Mycoplasma bovis no
evitd la aparicion de lesiones histolégicas compatibles con neumonia enzodtica en

los cabritos inoculados experimentalmente.

3. El tejido linfoide asociado a los bronquios (TLAB) mostr6 en ambas especies

animales una alta organizacion morfoldgica y celular con poblaciones macrofagicas y

linfocitos B en los centros germinales, y linfocitos T en las areas perifoliculares.
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4.  Las poblaciones celulares participantes en la hiperplasia del tejido linfoide asociado a
los bronquios (TLAB) de los cabritos y cerdos infectados con estas especies de
micoplasmas estuvieron representadas por macrofagos y células presentadoras de
antigenos, linfocitos T vy linfocitos B. La subpoblacion CD4+ constituyé la
subpoblacion celular predominante de la respuesta inmune de base celular en ambas

infecciones con una relacion CD4/CD8 de 2,21:1 en cabras y 4,55:1 en los cerdos.

5. La inmunidad humoral en el pulmon de ambas especies estuvo representada por
linfocitos Inmunoglobulina (Ig) G* e Inmunoglobulina A+ en el tejido linfoide
asociado a los bronquios (TLAB) y en los septos alveolares. Esta respuesta parece
jugar un papel importante en los mecanismos de activacion de la fagocitosis y
eliminacién de micoplasmas del tracto respiratorio al asociarse a los macréfagos,

células predominantes en el exudado inflamatorio.
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M. agalactiae representa el principal agente causal de la Agalaxia Contagiosa Caprina, una
de las principales patologias que afecta la produccion de este sector a nivel mundial. En
todas las islas del archipiélago canario se han descrito importantes pérdidas en el ganado
caprino causadas por M. agalactiae. M. bovis, que estd estrechamente relacionado con M.
agalactiae, es un patégeno primario en el ganado bovino a nivel mundial, que se asocia con
neumonias, mamitis y artritis en animales de todas las edades. Este agente ha sido aislado
en algunas ocasiones de mamitis y neumonias de cabras. En los porcinos las

enfermedades respiratorias causan importantes pérdidas econdmicas.

La NEP, causada primariamente por M. hyopneumoniag, es de distribucién mundial y
se caracteriza por su alta morbilidad y baja mortalidad presentandose principalmente en

sistemas de produccion intensivos.

Un hallazgo coman de las infecciones del tracto respiratorio es la persistencia de
los organismos en la superficie mucosa. Se ha sugerido que esto contribuye a la formacion
de agrupaciones linfoides observadas en el pulmon de ratones, ratas, hamsters, terneros y
cerdos infectados por micoplasmas. La respuesta inmune humoral local jugaria un papel
importante en el reconocimiento de la infeccion y en la promocién de la inmunidad

mediada por anticuerpos.

En este trabajo hemos analizado por una parte, la patogenicidad de M. agalactiae y
bovis, a nivel pulmonar, en caprinos infectados experimentalmente, y en porcinos
infectados naturalmente con M. hyopneumoniae. Adicionalmente, realizamos un estudio

inmunohistoquimico para determinar las poblaciones celulares presentes en las vias
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respiratorias y parénquima pulmonar y, en especial, del tejido linfoide asociado a los

bronguios en animales infectados por estas especies de micoplasmas.

Para este fin se utilizaron anticuerpos policlonales y monoclonales que permiten

diferenciar antigenos de micoplasmas, linfocitos T (CD3+, CD4+y CD8+), linfocitos B,
linfocitos TcRg/d, macrofagos, células dendriticas, PMN neutrdéfilos y linfocitos B 1gG* e

IgA*. Finalmente, y de forma complementaria se realizd un estudio ultraestructural del

tracto respiratorio.

Las lesiones pulmonares asociadas a la infeccion experimental por M. agalactiae y
M. bovis en cabritos estuvieron caracterizadas por una neumonia broncointersticial,
constituyendo la hiperplasia del tejido linfoide asociado a los bronquios (TLAB) el
hallazgo histoldgico mas significativo. No se observo que la vacunacion por via parenteral

con antigenos de estos micoplasmas disminuyera el desarrollo de estas lesiones.

El tejido linfoide asociado a los bronquios mostro en el ganado caprino y porcino
infectado por micoplasmas, una alta organizacion morfoldgica y celular con poblaciones
macrofagicas y de linfocitos B presentes mayoritariamente en centros germinales y
linfocitos T en areas perifoliculares. Estas poblaciones estuvieron representadas por
macréfagos y células presentadoras de antigenos, linfocitos T y linfocitos B,
constituyendo la subpoblacion CD4+ el elemento predominante dentro de la inmunidad
de base celular durante estas infecciones. La inmunidad humoral, caracterizada por el
incremento de linfocitos 1gG* e IgA* a nivel del tejido linfoide asociado a los bronquios y
septos alveolares, parece asimismo jugar un importante papel en los mecanismos de

activacion de la fagocitosis y eliminacion de micoplasmas del tracto respiratorio.
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M. agalactiae represents the main causal agent of caprine contagious agalactia, one of the
main disease that affect the caprine production with a world-wide distribution. In the
Canary Islands it has been described important losses caused by M. agalactiae. M. bovis is
closely related to M. agalactiae being a primary pathogen for cattle associated with
pneumonia, mamitis and arthritis. The agent has also been isolated from cases of mamitis
and pneumonia in goats. The porcine enzootic pneumonia, primarily caused by M.
hyopneumoniae, has been described in all areas of pig production being characterized the
process by its high morbidity and the low mortality appearing in intensive production
systems.

A common finding of the infections of respiratory tract is the persistence of the
organisms in the mucosal surface. This has been suggested to contribute to the formation
of lymphoid accumulations observed in the lung of mice, rats, hamsters, calves and pigs
infected by mycoplasma. This immune response has been demonstrated to have an
important B-lymphocyte participation so the humoral response should play an important

role during the infection.

In this work it has been analyzed the pathogenicity of M. agalactiae and bovis in
experimentally infected goats and pigs infected naturally by M. hyopneumoniae. Secondly it

has been carried out an immunohistochemical study to determine the cellular populations
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present in the airways and pulmonary parenchyma and in special in the bronchus-
associated lymphoid tissue in animals infected by these species of mycoplasmas. It was

used polyclonal and monoclonal antibodies for the detection of antigens of mycoplasmas,
T lymphocytes (CD3+, CD4*+ and CD8*), B lymphocytes, TcRg/d lymphocytes,
macrophages, dendritic cells, neutrophils and B lymphocytes IgG+ and IgA+*. Finally, it

was analyzed the ultrastructural changes of the respiratory tract.

The pulmonar findings associated to the experimental infection by M. agalactiae and
M. bovis in goats were characterized by bronchointerstitial pneumonia, being the
hyperplasia of the bronchus-associated lymphoid tissue the most significant histological
change. The vaccination by the parenteral via with antigens of these mycoplasma species
was not able to diminished the development of the respiratory lesions. The bronchus-
associated lymphoid tissue showed in the goats and pigs infected by mycoplasmas, a high
structural and cellular organization with macrophages and B lymphocytes present mainly
in the germinal centers and T lymphocytes in perifollicular areas. The participant cellular
populations in the hyperplasia of the bronchus-associated lymphoid tissue in animals
infected with these mycoplasma species were represented by macrophages and antigen
presenting cells, T lymphocytes and B lymphocytes constituting the CD4+ subset the
predominant element within the cellular immunity during these infections. The humoral
immunity, represented by the increase of IgG and IgA lymphocytes in the bronchus-
associated lymphoid tissue, bronchiolar wall and alveolar septa also seems to play an
important role in the mechanisms of activation of the phagocitosis and clearance of

mycoplasmas from the respiratory tract.
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Anexo: Tabla resumen de las citocinas citadas en la revision bibliogréafica, sus células

blanco y actividad.

Citocina

Abrevia

CélulaBlanco

Actividad

turas

Interferon-g IFN-g

Factor de Necrosis TNF-a
Tumoral-a

Interleucina-1 IL-1
Interleucina-2 IL-2
Interleucina-4 IL-4
Interleucina5 IL-5
Interleucina-6 IL-6
Interleucina-8 IL-8
Interleucina9 IL-9
Interleucina-10 1L-10
Interleucina-12 IL-12
Interleucina-13 IL-13
Factor GV -CSF
Estimulador de

Colonias-

Granulocitosy

M acr 6fagos

- Fagocitos mononucleares,
células endoteliales y
células NK

- Hipotdlamo

- Células hepaticas

- Neutrdfilos, células
endoteliales, timocitos
-Musculoy grasa

- Células hepaticas

- Células endoteliales,
linfocitos

-Mdsculoy grasa

- Linfocitos T

- Linfocitos B, células NK
- Linfocitos B

- Fagocitos mononucleares
- Eosindfilos
- CélulasB

- Timocitos

- Células hepéticas

- Linfocitos B maduros
- Progenitores
hematopoyéticos

- Monocitos, linfocitos

- Células progenitoras
-Th2

- Células eritroides,
mastocitos

-Thl

- Monocitos, neutrofilos
- Mastocitos, eosinofilos
- Macrofagos

- Células NK

- Linfocitos T

- Células premieloides

- Monocitos, Linfocitos B
- Monacitos activados

- Células progenitoras de la
médula 6sea

- Activacion, regulacion de la expresion de
MHC Iy MHCII

- Fiebre

- Liberacion de proteinas de fase aguda

- Activacion, proliferacion, cofactor enla
estimulacion del sistemainmune

- Catabolismo (caguexia)

- Liberacion de proteinas de fase aguda

- Activacion, proliferacion, cofactor enla
estimulacion del sistemainmune

- Catabolismo (caguexia)

- Factor de crecimiento, produccion de
citocinas

- Crecimiento y activacion

- Estimulante de Th2, estimulante de la
produccion de 1gG e IgE

- Activacion einhibicion

- Activacion

- Crecimiento, diferenciacion, secrecion de
IgM, activacion parala secrecion de 1gG
- Cofactor parala estimulacion del sistema
inmune

- Liberacion de proteinas de fase aguda

- Factor de crecimiento

- Proliferaciony diferenciacion

- Factor quimiotéctico

- Modulacién del crecimiento

- Mantiene el crecimiento

- Sefial coestimulatoria con otras citocinas

- Inhibicién de la sintesis de citocinas

- Inhibicién de la sintesis de citocinas

- Inhibicién de la diferenciacion

- Induccion de la produccion de IFN-g

- Induccion de la produccion de IFN-g,
activacion

- Estimulaladiferenciacion haciatipo 1

- Induccion de la proliferacién

- Induccion de laactivacion y proliferacion
- Inhibicién de la produccion de citocinas
inflamatorias

- Crecimiento y diferenciacion hacia
granulocitos y macroéfagos.
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