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Introduccion

El primer aislamiento de micoplasmas del aparato respiratorio de los pequefios
rumiantes fue registrado en las ovejas en 1955 (Greig, 1955). Se han aislado e identificado hasta
la fecha, seis especies de micoplasmas, a partir de tracto respiratorio de las ovejas y cabras, sin
asociacion a una enfermedad determinada. Se ha confirmado y sefialado el aislamiento de las
siguientes especies de micoplasmas del aparato respiratorio de pequefios rumiantes: M.
agalactiae, de cabras (Cottew y Lloyd, 1965) y ovejas (Arisoy et al., 1967). M. arginini, de
cabras (Arisoy et al., 1967) y ovejas (Barile et al., 1968). M. mycoides, subespecie capri (cepa
PG 3), de cabras (Chu y Beveridge, 1949). M. mycoides, subespecie mycoides, de cabras y
escasa vez de ovejas (Al-Aubaidi, 1972). M. ovipneumoniae, de ovejas (Mackay et al., 1963) y
cabras (Harbi, 1977). Acholeplasma laidlawii, de ovejas y M. ovipneumoniae en las cabras
(Krauss y Wandera, 1970), (Harbi, 1977, Livingston y Gauer 1979, Cottew, 1980).

Se considera que M. mycoides, subespecie capri (cepa de tipo PG 3) es el agente
etiologico clasico de PNCC (Cottew, 1979a). Se caracteriza la infeccién natural causada por
este micoplasma por una enfermedad respiratoria que afecta exclusivamente a las cabras;

experimentalmente, se pueden infectar tanto los ovinos como los caprinos.

Las cepas de M. mycoides, subespecie mycoides, aisladas en cabras afectadas por
pleuroneumonia (Perreau, 1971, 1979; Bar-Moshe y Rappaport, 1979) morfolégicamente se
presentan en dos formas: en pequefias y grandes colonias (Cottew, 1979a). Los tipos en
pequefias colonias incluyen el agente clasico de la perineumonia contagiosa bovina (PNCB) y
experimentalmente son patdgenos para bovinos, ovinos y caprinos. Las formas en grandes
colonias s6lo parece que son patdgenas para caprinos y ovinos. Una cepa (F 30) de este germen
provocO no sélo una pleuroneumonia en ovejas y cabras tras la inoculacion intratraqueal o
endobrénquial, sino también una reaccién edematosa en el lugar de la inoculacién subcuténea.
(MacOwan, 1976; Rosendal, 1981)

Al no ser esta enfermedad transmisible por contacto, estimé MacOwan (1976) que no se
trataba de pleuroneumonia contagiosa caprina (PNCC) clasica. McMartin et al. (1980) afirman
que Unicamente la cepa F 38 de micoplasma puede causar la PNCC clasica. Sefialan estos
autores que la cepa F 38 puede causar una enfermedad que presenta tres caracteristicas
esenciales (Hutcheon, 1881, citado por McMartin et al., 1980). 1) La facil diseminacion de la
enfermedad en las cabras suceptibles, 2) La ausencia de infeccion en ovinos y bovinos, y 3) La
falta de reacciones edematosas locales en las cabras tras la inoculacion subcutanea. Basandose
en esas observaciones, estiman McMartin et al. (1980) que el micoplasma F 38 es el Gnico que
puede provocar la PNCC clasica. Esta opinion queda corroborada por los recientes aislamientos

de un micoplasma de tipo F 38, de cabras afectadas de PNCC en Sudan (Harbi et al., 1981).
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La PNCC es una enfermedad grave de las cabras que se presenta en muchos paises de
Africa y de Asia, causada por Mycoplasma capricolum subesp. capripneumoniae (Mccp). Es
una de las méas graves e importantes enfermedades desde el punto de vista econdmico para las
cabras, aunque afortunadamente no estan afectadas las ovejas. Se registré la PNCC en 31 paises
(McMartin et al., 1980).

La forma aguda de la enfermedad se caracteriza por una pleuroneumonia serofibrinosa
unilateral con derrame pleural intenso (Thiaucourt & Bolske, 1996).

Desde el punto de vista de la clasificacion taxonémica, Mccp pertenece al denominado
“grupo mycoides” (Manso-Silvan et al., 2007), y recibe este nombre desde el afio 1993 (Leach
et al.,, 1993). Los microorganismos mas estrechamente relacionados con el mismo, son
Mycoplasma capricolum subesp. capricolum y Mycoplasma leachii, que puede generar reaccién
cruzada con Mccp, pero los demas miembros del grupo mycoides, como Mycoplasma mycoides
subesp capri o Mycoplasma mycoides subesp. mycoides también pueden tener en comin

algunas caracteristicas.

La primera descripcion de la enfermedad se realiz6 en Argelia en 1873. Poco después,
en 1881, la enfermedad se introdujo en Sudafrica como consecuencia de un envio de cabras de
Angora. La enfermedad se erradicé siguiendo una politica de sacrificio de las cabras infectadas,
junto a un programa de vacunacion tradicional de las cabras que habian estado en contacto con
las infectadas (Hutcheon, 1889).

Imagen N°1. Corral tipico de la zona de muestreo.



Mientras tanto, este microorganismo se aisld por primera vez en Kenia, momento en el
que se demostr6 que era la causa de la PNCC (MacMartin et al., 1980; MacOwan & Minette,
1976); con posterioridad se ha aislado en Sudan, Tunez, Omén, Turquia, Chad, Uganda, Etiopia,
Nigeria, Tanzania, Eritrea y los Emiratos Arabes Unidos, y mas recientemente en las Islas
Mauricio (Srivastava et al., 2010), China (Chu et al., 2011) y Tayikistan (Amirbekov et al.,
2010). En el continente europeo, la PNCC se describi6é por primera vez en el 2004, cuando se
confirmaron brotes en la region de Tracia, Turquia, con pérdidas de hasta el 25% de cabritos y
adultos en algunas poblaciones (Ozdemir et al.,, 2005). Sin embargo, no se conoce la
distribucion exacta de la enfermedad y puede estar mucho més distribuida que la zona integrada
por los paises donde se ha aislado Mccp, ya que la PNCC se confunde con frecuencia con otras
infecciones respiratorias y también como consecuencia de que el aislamiento del
microorganismo causante resulta dificil.

En brotes de PNCC donde hay rebafios mixtos de cabras y ovejas, las ovejas también
pueden resultar infectadas, como se ha demostrado mediante el aislamiento de Mccp (Bolske et
al., 1996) o la deteccion de anticuerpos en ovejas clinicamente afectadas. También se ha aislado
Mccp de ovejas sanas (Litamoi et al., 1990) y debe tenerse en cuenta el papel de las ovejas
como reservorio de la enfermedad.

La enfermedad se ha confirmado en rumiantes salvajes dentro de una reserva de fauna
salvaje de Qatar. Afect6 a cabras salvajes (Capra aegagrus), cabras montesas nubias (Capra
ibex nubiana), muflones (Ovis orientalis laristanica) y jirafas gacela (Litocranius walleri), con
una morbilidad y mortalidad considerables en estas especies (Arif et al., 2005). También se ha
notificado en gacelas de Emiratos Arabes Unidos (Nicholas et al., 2008).

La PNCC no es una enfermedad zoondtica. Por lo que se sabe, no existe riesgo de
infeccion para el ser humano por Mccp (OIE. 2014)

En condiciones de campo, el diagndéstico diferencial puede resultar dificil porque las
cabras pueden estar infectadas por varias especies de micoplasmas que podrian inducir signos
similares. No obstante, puede sospecharse de PNCC cuando las lesiones se limitan al tracto
respiratorio, cuando afectan solo a un pulmoén o cuando los animales presentan una pleuritis
manifiesta con derrame profuso de liquido pleural. La PNCC también podria confundirse con la

peste de los pequefios rumiantes o con la pasteurelosis (OIE. 2014).

Agalaxia Contagiosa (AC)

La agalaxia contagiosa, es una enfermedad conocida desde hace casi 200 afios y se
caracteriza por mastitis, artritis y queratoconjuntivitis. Se presenta en Europa, Asia occidental,
los EE.UU. y norte de Africa, y est4 causada sobre todo por Mycoplasma agalactiae (Bergonier
et al., 1997). En muchos paises también se han aislado de ovejas y cabras con mastitis y artritis

otras especies como M. capricolum subespecie capricolum (Mcc) y M. mycoides subespecie
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mycoides LC (MmmLC); (LC = colonias grandes) y M. putrefaciens. El acuerdo del grupo de
trabajo sobre agalaxia contagiosa de la Accion de la Cooperacion Europea en el area de
Investigacion Cientifica y Técnica (COST) 826 de la Comunidad Europea sobre micoplasmosis
en rumiantes, que se reunid en Tolouse, Francia, en 1999, establecid6 que los cuatro
micoplasmas deben ser considerados como agentes etiologicos de la agalaxia contagiosa (OIE.
2014).

La enfermedad causada por M. agalactiae se puede reconocer clinicamente por un
sindrome febril, inapetencia, mastitis y artritis aguda, alteraciones en la consistencia de la leche
en cabras productoras, con descenso y posterior desaparicion de la produccion lactea, cojera y,
en algunos animales, queratoconjuntivitis (Bergonier et al., 1997). Las hembras gestantes
pueden abortar. En ocasiones, se puede encontrar M. agalactiae en lesiones pulmonares (Loria,
et al., (1999), pero la presencia de neumonia no es un sintoma constante. La aparicion de
bacteremia es comdn, sobre todo en el caso de MmmLC y Mcc, y podria explicar el aislamiento
del microorganismo de sitios donde se presenta sélo esporadicamente. Como resultado de la
infeccion con MmmLC puede aparecer mastitis, artritis, pleuritis, neumonia y
gueratoconjuntivitis. MmmLC presenta una de las distribuciones geograficas mas amplias de los
micoplasmas de rumiantes, encontrdndose en todos los continentes que crian pequefios
rumiantes y donde se describe la agalaxia contagiosa y la pleuroneumonia caprina, incluyendo
Sudamérica (Bergonier et al., 1997). No obstante, la falta en muchos paises de servicios de
diagndstico para enfermedades producidas por micoplasmas hace que su presencia sea
probablemente subestimada (Nascimento et al., 1986). MmmLC estd fundamentalmente
restringido a las cabras, pero en ocasiones se ha aislado de ovinos con balanopostitis y
vulvovaginitis (Trichard et al., 1993) y bovinos (Perreau y Bind 1981).

Por lo general los casos son esporadicos, pero la enfermedad puede ser persistente y
extenderse lentamente dentro de un hato. Después del parto, aumenta la oportunidad de
diseminacion en animales lactantes, pues los cabritos que toman el calostro y la leche infectada
resultan afectados. La septicemia que se origina, con artritis y neumonia, da lugar a una elevada
mortalidad en los cabritos (Da Massa et al., 1983; Rodriguez et al., 1995).

Segln Benkirane et al 1993 en esa época Mcc estaba ampliamente distribuido, sobre
todo en el norte de Africa, pero la frecuencia de su aparicion era baja. Las cabras son mas
afectadas por lo general que las ovejas, y los sintomas clinicos como fiebre, septicemia, mastitis
y artritis aguda pueden conducir con rapidez a la muerte, y en las necropsias se puede observar
neumonia. (Bergonier et al., 1997; Bolske et al., 1988). Las lesiones articulares graves que se
ven en infecciones experimentales con este microorganismo se acompafian de un edema
periarticular subcutaneo que afecta a tejidos distantes de la articulacion (Bolske et al., 1988).
Como consecuencia de un brote esporéadico de infeccién por Mcc se observaron en Inglaterra

lesiones genitales en ovejas (Jones, et al., 1983).
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Mycoplasma putrefaciens es corriente en rebafios de cabras de leche en Europa
occidental, y puede aislarse de animales con sintomas clinicos o sin ellos (Mercier et al., 2001).
En California, también se asocid con un brote extenso de mastitis y agalaxia, que condujo a
artritis aguda en cabras y que se acompafio de abortos y muertes, pero sin pirexia (Da Massa et
al., 1987). En Espafia, M. putrefaciens fue el causante principal de un brote de poliartritis en
cabritos (Rodriguez et al., 1994, Nicholas 1998).

En Argentina ain no han sido aislados Mycoplasmas en cabras, ni han sido informados
en el pais ante la OIE. Estos agentes pueden causar enfermedad respiratoria, mastitis, artritis,
enfermedad reproductiva y lesiones oculares (OIE 2014; Sticotti et al., 2015). Se describe a la
pleuroneumonia y a la agalactia como los dos principales sindromes. En los paises donde se ha
diagnosticado Micoplasmosis caprina, han sido identificadas numerosas especies. La principal
fuente de infeccion de hatos susceptibles son los animales infectados, siendo frecuente la
presencia de portadores. El diagnostico de certeza se realiza por cultivo y aislamiento, o por
identificacion molecular por PCR (OIE 2014)

Existen pocos estudios relacionados a este microorganismo en cabras, en Argentina solo
hay dos reportes, un brote en un tambo en el afio 2012 en la provincia de Buenos Aires, en
animales importados (Manazza et al., 2012) y un diagndstico por PCR de leche de cabras por
Sticotti et al., en 2015.
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Agente etiologico:

Los micoplasmas son bacterias que carecen de pared celular, pertenecen a la clase
mollicutes (cutis, piel; mollis, blanda), tienen genomas pequefios, y tienen bajo contenido de
organelas (18-40%). Existen mas de 100 especies reconocidas del genero Mycoplasma, todas
estas caracteristicas lo hacen muy dependiente del entorno. Debido a la ausencia de pared
celular, los micoplasmas no son sensibles a los antibidticos que bloquean la sintesis de pared

celular, como la penicilina u otros antibioticos betalactamicos (Pollack et al., 1997).

Muchas especies de Mycoplasmas actlan como parasitos y patdégenos de un amplio rango
de huéspedes desde, humanos hasta plantas y son cominmente conocidos por ser contaminantes

de cultivos celulares (Baseman y Tully, 1997).
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Patogenia:

Perreau en 1979a y en 1984 clasifica las distintas especies de micoplasmas en tres
grupos atendiendo a su patogenicidad. Sin embargo, indica que todas pueden provocar
infecciones asintomaticas: - Micoplasmas responsables de lo que se conoce como
micoplasmosis mayores. Entre otras, PNCC clasica y el denominado "Sindrome de Agalaxia
Contagiosa" de los pequefios rumiantes, las cuales se han reproducido en condiciones
experimentales. -Micoplasmas oportunistas, con un poder patégeno menos claro, responsables
de neumonias y mastitis 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 patogénicos de los micoplasmas residen, entre otros menos
conocidos, en su especificidad por el hospedador, en factores tdxicos, 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).

Segun Gourlay y Howard (1982), la patogenia de las micoplasmosis respiratorias se
puede dividir en las siguientes etapas:

Factores dependientes de los micoplasmas:

-Exposicion o contacto con el epitelio respiratorio, 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). Algunos tienen la capacidad de ser mdviles, por lo que pueden modificar su
estructura citoplasmatica y dirigirse hacia las células epiteliales blanco de la mucosa
respiratoria, a las que se adhieren. Otro factor que también ha sido indicado, es el tamafio de los
micoplasmas, el cual favorece su penetracion a través de la capa de mucus que recubre toda la

superficie del epitelio respiratorio (Gourlay y Howard, 1982).

-Union de los micoplasmas a las células epiteliales, una vez que 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 unién es comun para todos los micoplasmas
respiratorios patdgenos y apatdgenos (Gourlay y Howard, 1982).

-Capacidad de produccion de toxinas, es uno de los aspectos mas controvertidos de la
patogenicidad (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 Unico caso completamente demostrado es la neurotoxina producida
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por M. neuroliticum. Este induce la muerte de los ratones infectados a las pocas horas de su
inoculacién intravenosa. (Gourlay y Howard, 1982). La cilioestasis es uno de los efectos toxicos
mas graves producidos. Un gran nimero de especies patdgenas del aparato respiratorio posee
dicho efecto perjudicial, habiéndose observado pérdida de cilios y cambios citopaticos en
celulas de traquea cultivadas. Inicialmente se pensé 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 (Carson et
al., 1979; Kahane, 1984).

-Presencia de cépsula, carecen de pared celular, pero un gran nimero de especies
patdgenas 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
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).

-Adquisicién o sintesis de antigenos (Ags) comunes a los del hospedador, pueden
presentar Ags comunes a las células del hospedador (por un fenémeno de adsorcién de material
de la superficie celular o por sintesis del mismo). Mediante este mecanismo, puede eludir la
respuesta inmune, representando un fendémeno realmente novedoso en la patogenia de la
enfermedad (Rosendal, 1988; Topley y Wilson's, 1990).

-Factores dependientes del hospedador, se ha demostrado en estudios “in vitro” que
pueden adherirse a macréfagos y neutréfilos, no siendo fagocitados en ausencia de anticuerpos
especificos. Por ejemplo M. pulmonis al evitar la fagocitosis ha sido correlacionado con su
mayor capacidad de virulencia en el aparato respiratorio (Howard y Taylor, 1985, Gourlay y
Howard, 1982). La capacidad de digestion de los micoplasmas por parte de los macréfagos y los
neutrdfilos 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 que no ha sido digerida puede ser expulsada al exterior de los neutréfilos
y macrofagos junto a enzimas hidroliticas, lo que provoca una digestion heterolitica del tejido
pulmonar adyacente (Gourlay y Howard, 1982; Howard y Taylor, 1985).

-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 actlan simultaneamente
como activadores de la coagulacion. Todos estos fendmenos pueden afectar directa o

indirectamente a las células blanco, a las que esta adherido el micoplasma (Rosendal, 1984a).
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- Activacion del sistema de coagulacion, algunos de estos son capaces, en la fase
septicémica, de activar el sistema de la coagulacion. En este caso se piensa que se debe al dafio
producido sobre las células endoteliales de forma directa, lo que ha sido demostrado en estudios
“in vitro”. Este dafio endotelial expone el colageno subendotelial al contacto con los factores de
la coagulacion, activandose entonces la via intrinseca de este sistema (Rosendal, 1984 a y b).

-Mitogénesis no especifica de linfocitos, existen varias especies 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 correlacion entre mitogenicidad y patogenicidad
(Gourlay, 1981).

-Desarrollo de una respuesta inmune especifica, en 1987 Erno establecié 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 0 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), existen numerosas reacciones seroldgicas cruzadas entre
micoplasmas y otros gérmenes, y ciertos Ags celulares. La infeccién por micoplasmas induce
una respuesta inmune humoral y celular especifica. En la primera, se producen anticuerpos de
forma local y sistémica, lo que se demuestra serolégicamente con técnicas de fijacion del
complemento, aglutinacion, precipitacion, inmunodifusion, inmunofluorescencia, inhibicion del
crecimiento e inhibicion del metabolismo. La respuesta celular se demuestra por

I

intradermorreaccion “in vivo” y por estimulacion de linfocitos y produccion de linfocinas “in
vitro” (Gourlay y Howard, 1982; Howard y Taylor, 1985). Sin embargo, el poder inmunégeno
es muy variable entre especies y cepas, y la curacion de una infeccién natural no suele

acompariarse de una proteccion sélida y duradera (Howard y Taylor, 1985).
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Enfermedad Clinica:

Tras un periodo de incubacion de 2 a 28 dias (generalmente de 8 a 10 dias), aparecen
rapidamente los sintomas de PNCC Presentan fiebre y una dificultad respiratoria aguda. La
respiracion se hace dificultosa, tos, boca abierta con la lengua fuera, ptialismo y dejando oir
balidos. La evolucidn puede ser breve, sobreviniendo la muerte a los dos dias, aunque a menudo
evoluciona la enfermedad durante 3 a 4 semanas. La morbilidad suele ser del 100%, y la
mortalidad entre el 50 y el 90% de los afectados (Hutyra et al., 1938)

Ademas de la clésica triada de enfermedades asociadas con AC; mastitis, artritis y
conjuntivitis, se han observado trastornos respiratorios y reproductivos (Bergonier et al., 1997).
En hatos cronicamente infectadas de cabras lecheras, la mastitis subclinica es frecuente, entre
los cuales los episodios de mastitis clinica ocurren esporadicamente. Sin embargo, en estos
hatos, la infeccion por micoplasma no tiene efectos sustanciales sobre la calidad de la leche
(Corrales et al., 2004; De La Fe y otros, 2009b). Mmc y Mp han sido identificados en el cerebro
y meninges de cabras con enfermedad neuroldgica, asi como en animales sin signos clinicos o
lesiones (DaMassa et al., 1987; Gomez-Martin et al., 2012a). Los signos neuroldgicos asociados
con CA incluyen opistétonos, girar en circulos y coma (DaMassa et al., 1987; Kinde et al.,
1994; Bajmocy et al., 2000)

La presencia de micoplasmas en el tracto reproductivo de las hembras puede asociarse
con una fertilidad reducida (Gil et al., 2003; Di Provvido et al., 2009). Balanopostitis ulcerativa
y vulvitis en ovejas también se han asociado con fertilidad reducida (Trichard et al., 1993;
Kidanemariam et al., 2005a). Sin embargo, Mmc ha sido detectado en el tracto genital de ovejas
aparentemente sanas (Kidanemariam et al., 2005a). Por lo tanto, queda por determinar si los
micoplasmas en el tracto genital de pequefios rumiantes representan un reservorio de infeccion

dentro de una manada, como se sugiere para micoplasmas en caballos (Spergser et al., 2002).
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Epidemiologia:

La agalaxia contagiosa es una enfermedad endémica de la cuenca mediterranea gue se
debe comunicar anualmente de forma obligatoria a la Organizacién Mundial de Sanidad Animal
(OIE).

Los individuos jévenes y las hembras en lactacion son las categorias méas vulnerables a
la infeccidn por micoplasmas y la produccion intensiva supone un importante factor de riesgo
afiadido para la aparicién de brotes clinicos. Dentro de un rebafio, las vias de transmision mas
habituales son a través del contacto directo, la lactancia y el ordefio, constituyendo la leche y las
secreciones respiratorias las principales vias de excrecién de micoplasmas (Bergonier et al.,
1997). El calostro también puede ser una fuente de excrecion de elevadas concentraciones de

micoplasmas. Hay estudios de reduccion con pasteurizacion (Paterna et al., 2011).

Aungue en menor medida, otras vias de excrecion son las secreciones oculares, fecales
y genitourinarias. También se ha demostrado la excrecién a través del semen de Ma 'y Mmc en
ganado caprino (De la Fe et al., 2009; Gomez-Martin et al., 2012a) asi como su capacidad de
interferir en la calidad espermética (Gomez-Martin et al., 2011). Todo ello, unido a la habilidad
que tienen los micoplasmas para sobrevivir en el aparato reproductivo de los pequefios
rumiantes, hace necesario considerar significativamente el riesgo de transmision venérea.

.
I ‘)\
o

Imagen N°2. linteraccion entre ovinos y caprinos de ambos sexos en el mismo corral.

Entre rebafios, la principal fuente de transmision es la introduccion de animales
infectados. En relacion con este aspecto, la existencia de portadores auriculares asintomaticos

desempefia un papel importante dentro de la epidemiologia de la enfermedad y su presencia se
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ha observado en numerosos rodeos caprinos, en individuos de ambos sexos. Los portadores son
capaces de vehiculizar todas las especies de micoplasmas implicadas en la agalaxia contagiosa y
se ha constatado su implicacion en diversos brotes de la enfermedad (Gil et al., 1999). En este
sentido, la introduccion de machos en los rebafios sin un chequeo previo también supone un
factor de riesgo a tener en cuenta. Se ha descrito la presencia de sementales portadores
auriculares asintomaticos seroldgicamente negativos (Amores et al., 2011a). En estos individuos
se ha descrito la infeccion sistémica y la presencia de lesiones cronicas en diversas
localizaciones anatémicas, datos que parecen confirmar lo observado a nivel epidemioldgico y
que corroboran el riesgo que suponen para la propagacion de la infeccion (Gomez-Martin et al.,
2012b).

AC se distribuye en todo el mundo y se ha informado en Africa, Asia y América (OIE,
2012). Sin embargo, la region mediterranea tradicionalmente ha sido el foco de atencion debido
a su gran tamafio industria de la leche de cabra y el estado endémico de AC en la region
(Bergonier et al., 1997). Aunque Ma es el principal agente responsable de AC en ovejas, Mmc
también se ha identificado esporadicamente en esta especie y es capaz de producir lesiones
(Trichard et al., 1993; Kidanemariam et al., 2005a; Chazel et al., 2010). En rebafios de cabras,
la etiologia de AC parece ser mas complejo, ya que hasta cuatro especies de Mycoplasma spp.
se han definido como agentes causales (Ma, Mcc, Mmc y Mp; OIE, 2012) y las infecciones
mixtas son comunes a nivel individual o de rebafio. Esto, junto con la presencia de otros
micoplasmas no patdgenos, hace que el diagnéstico y control de AC sea particularmente dificil
(Gil et al., 2003; GOmez-Martin et al., 2012a).

La ocurrencia de brotes en rumiantes salvajes se han relacionado con interacciones con
especies domésticas que comparten tierras de pastoreo y abrevaderos, movimiento de ganado,
alta densidad de poblacién de rumiantes silvestres, condiciones climaticas desfavorables y la
disponibilidad de fuentes de forraje (Verbisck et al., 2008; Ostrowski et al., 2011).
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Imagen N°3. Interaccion entre animales de distinta especie, sexo y edades.

La funcién epidemiolégica de los portadores asintomaticos, especialmente portadores
auriculares, se ha investigado extensamente. Las cuatro especies de Mycoplasma spp.
Involucradas en AC pueden aislarse del canal auditivo externo de las cabras, tanto en animales
con enfermedad clinica y animales asintomaticos (Bergonier et al., 1997). Portadores de Ma y
Mmc también se han detectado en poblaciones de cabras silvestres (Chazel et al., 2010). Varias
hip6tesis han sido evocadas para explicar la localizacion de Mycoplasma spp. en el oido: (1)
diseminado por vectores, como los acaros que se alimentan de sangre (Cottew y Yeats, 1982;
DaMassa y Brooks, 1991); la presencia de Mp se correlaciona con la presencia de &caros en el
canal auditivo externo (Otero et al., 2009); (2) dafio a la membrana timpénica; infeccion
simultanea del oido medio y el canal auditivo externo han sido reportados en cabras (Cottew y
Yeats, 1982) y este modo de localizacion parece ocurren en terneros infectados con M. bovis
(Walz et al., 1997); (3) a través del tubo auditivo, lo que favorece la diseminacién de Mmc de
las vias respiratorias al oido medio (Gomez-Martin et al., 2012a); Mmc es capaz de colonizar el
oido por via oronasal luego de una infeccion experimental (DaMassa y Brooks, 1991); y (4) a
través del sangre; después de una infeccion experimental en ausencia de acaros, el canal
auditivo externo esta colonizado por Ma después de la micoplasmamia (De la Fe et al., 2011;
Gomez-Martin et al., 2012a).

La respuesta auricular inmune humoral del huésped no parece ser capaz de prevenir la
colonizacién por Mycoplasma spp. (Castro-Alonso et al., 2009; De la Fe et al., 2011) y una alta
proporcion de cabras con la colonizacion auricular por Ma 'y Mmc son seronegativas (De la Fe

et al., 2010; Gomez-Martin et al., 2012b). En &areas endémicas, en las cuales AC en la mayoria
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de los rebafios es cronica, la presencia de muchos portadores asintomaticos indica que la
infeccion se perpetGa constantemente, comprometiendo el control de la enfermedad y las
medidas de erradicacion (Thiaucourt y Bolske, 1996; Mercier et al., 2007). En estos rebafios
cronicamente infectados, la presencia de micoplasmas puede provocar brotes en condiciones de

estrés y/o una respuesta inmune disminuida (Thiaucourt y Bolske, 1996; De la Fe et al., 2007a).

Hay dos estados clinico-epidemiolégicos de AC en ovejas y cabras; los rebafios pueden
presentar brotes de AC o pueden estar crdnicamente infectados, el Gltimo con una alta

incidencia de mastitis subclinica y solo casos clinicos ocasionales.

Los desafios actuales incluyen la necesidad de métodos de diagndstico mejorados para

la deteccidn de infecciones cronicas y subclinicas, y para el disefio de vacunas.

En cabras, los estudios moleculares han revelado una alta diversidad genética de
aislamientos Ma en un area endémica de Espafia (De la Fe et al., 2012), en contraste con una
diversidad genética relativamente baja en Ma de ovejas en Francia (Nouvel et al., 2012), Italia
(Tola et al., 1999) y Espafia (Ariza-Migueletal., 2013). Esta diversidad genética de Ma en

cabras debe ser considerada en el disefio de las vacunas.
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Diagnéstico:

En el ganado caprino, varias especies de micoplasmas pueden estar presentes en un
mismo rebafio o individuo, ocasionando infecciones mixtas que junto a la presencia de otros
micoplasmas considerados apatogenos complica las medidas de diagnéstico y control de la

enfermedad.

El diagnéstico de la enfermedad puede realizarse mediante el uso de técnicas directas,
que evidencian la presencia del patdgeno, o indirectas, basadas en la deteccion de la respuesta
del hospedador ante su presencia. El diagnostico directo microbioldgico convencional basado en
el aislamiento e identificacion del agente requiere medios de cultivo enriquecidos, manipulacion
especifica y prolongados periodos de incubacion. No obstante, su sensibilidad puede ser mayor
gue la PCR cuando la muestra es fresca y se procesa en 24 horas (Amores et al., 2012a). Por el
contrario, su sensibilidad disminuye al utilizar muestras congeladas o con ciertos conservantes
empleados en muestras de leche como el bronopol, empleados en los programas de calidad o de
mejora genética. En cuanto al diagnostico molecular, la PCR ofrece un diagnéstico directo en
poco tiempo. Ademas, presenta altos parametros de validez que no se ven afectados por el
empleo de muestras de leche congeladas o el uso de conservantes (Amores et al., 2010 y
2011b). En lo referente al uso de técnicas indirectas, las técnicas seroldgicas deben utilizarse
preferiblemente como técnica diagndstica a nivel poblacional, debido a las carencias que
presenta para la deteccién de todos los individuos infectados.

Imagen N°4. Basqueda de colonias compatibles con Mycoplasmas.
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El enzimo inmuno ensayo (ELISA) es la técnica mas comin disponible comercialmente,
no discrimina entre anticuerpos vacunales y de infeccion, y posee parametros de validez
inferiores a otras técnicas. Ademas, todas las técnicas seroldgicas presentan el inconveniente de
reacciones cruzadas existentes entre muchos micoplasmas, dando lugar a reacciones falso-

positivas originadas, en ocasiones, por micoplasmas apatdégenos (Poumarat, 2011).

Para la deteccidn de portadores asintomaticos, el analisis de hisopos tomados a partir del
conducto auditivo externo se revela como el método de eleccion, debido al elevado nimero de

infecciones auriculares detectadas.

El diagndstico definitivo requiere el aislamiento de los micoplasmas causantes a partir
de los animales afectados, que se identifican por pruebas bioguimicas, seroldgicas y, cada vez
mas, moleculares. La leche, los frotis oculares y de oido, y los liquidos articulares son las
muestras méas adecuadas. Los cuatro micoplasmas crecen relativamente bien en la mayor parte

de los medios para micoplasmas.

Seleccién de las muestras

Las muestras preferidas a partir de animales vivos son: frotis nasales y secreciones;
leche de hembras con mastitis 0 de hembras con apariencia sana pero con una alta mortalidad o
morbilidad en las crias; liquido articular en casos de artritis; frotis oculares en casos de
enfermedad ocular; sangre para deteccion de anticuerpos de animales afectados y no afectados
(Nicholas y Baker 1998). EI canal auricular también es una fuente muy rica de micoplasmas
patdgenos, aunque en la practica la presencia en esta zona de micoplasmas no patdgenos puede

hacer dificil la confirmacion (Da Massa y Brooks 1991).

Imagen N°5. Extraccion y acondicionamientos de muestras de leche.

Los micoplasmas se pueden aislar de la sangre durante la fase aguda de la enfermedad

cuando hay micoplasmemia. En el caso de animales muertos, las muestras deben incluir:
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nodulos linfaticos de la ubre y nddulos asociados con ella, liquido articular, tejido pulmonar (de
la zona entre el tejido afectado y el sano) y liquido pleural/pericardico. Las muestras deben
enviarse con rapidez al laboratorio de diagnostico, acondicionadas con humedad y en frio. Los
cuatro micoplasmas responsables son relativamente faciles de aislar de drganos internos,
articulaciones y leche, y crecen bien en la mayoria de los medios de cultivo para micoplasmas,

originando en 3-4 dias colonias de tamafio mediano a grande.

Pruebas bioguimicas

La primera prueba que debe realizarse en los aislamientos clonados es la de la
susceptibilidad a la digitonina, que permite separar a los micoplasmas de los acoleplasmas;
estos Ultimos son contaminantes comunes cuyo crecimiento puede encubrir los micoplasmas de
interés. Entre las pruebas mas Utiles para diferenciar los cuatro micoplasmas esta el cultivo en
medio liquido con glucosa (1%), arginina (0,2%) y difosfato de fenoftaleina (0,01%), el cultivo
en medio sélido con suero de caballo 0 yema de huevo para la demostracién de formacion de
membranas 0 manchas, y el cultivo sobre caseina o suero coagulado en agar para la prueba de
proteolisis (Poveda 1998). Sin embargo, cada vez con mayor frecuencia, se ha visto que estas
caracteristicas bioquimicas pueden ser variables para los micoplasmas individuales y por tanto
tienen poco valor diagnostico. La caracteristica bioquimica mas destacable que diferencia M.
putrefaciens de los otros micoplasmas es el olor a putrefaccion que produce en medio liquido.

Otras caracteristicas que pueden ser Utiles incluyen: la produccion de films y manchas
en la superficie del caldo y en medio s6lido causada por M. agalactiae, y en menor medida por
M. putrefaciens; y la actividad proteolitica de Mcc y MmmLC sobre caseina y suero coagulado.

Recientemente se ha descrito una prueba bioquimica rapida y muy practica que se basa
en la actividad C8- esterasa de M. agalactiae (Khan, et al (2001). Después de afiadir el substrato
cromogénico SLPA-octanoato (un éster de nueva sintesis formado por un acido graso de 8
atomos de carbono y un croméforo fendlico) el micoplasma forma colonias rojizas en medios
solidos en 1 hora. Esta actividad es compartida por M. bovis, aunque este micoplasma se
encuentra raramente en los pequefios rumiantes. Los aislamientos no necesitan clonacion puesto
gue M. agalactiae puede detectarse con facilidad en cultivos mixtos. Para distinguir con rapidez

entre M. agalactiae y M. bovis pueden utilizarse pruebas de PCR si fuera necesario.
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Control:

La AC es altamente contagiosa, aungue no afecta ni a las ovejas ni a los bovinos
(McMartin et al., 1980). La profilaxis en los paises donde la presencia de la enfermedad esta
confirmada, se basa en la combinacion de medidas de sacrificio y aislamiento con la
vacunacién. La estreptomicina administrada al tercer dia del estado febril favorecio la curacion
y las cabras asi curadas quedan inmunizadas totalmente (Rurangirwa et al., 1981). También se
pueden emplear la tilosina y oxitetraciclina para tratamiento eficaz.

En Europa se utilizan con frecuencia vacunas comerciales inactivadas con formalina
contra M. agalactiae, pero no se consideran muy eficaces. En condiciones experimentales, las
vacunas contra M. agalactiae inactivadas con saponina o con fenol resultan méas protectoras que
las inactivadas con formalina. En Turquia se utilizan vacunas vivas contra M. agalactiae, y se ha
descrito que confieren mas proteccion que las vacunas inactivadas. En algunos paises se
emplean vacunas autégenas contra MmmLC 'y, en ocasiones, contra Mcc. No existen vacunas
contra M. putrefaciens debido a que la enfermedad que causa no se considera suficientemente
grave o extendida.

En el oeste asiatico se emplean mucho las vacunas para prevenir la agalaxia contagiosa
debida a M. agalactiae. No se ha adoptado universalmente ninguna vacuna concreta y no se han

desarrollado métodos estandar de preparacion y evaluacion.

Los antibi6ticos de eleccion contra Mmc y Ma son fluoroquinolonas, tetraciclinas y
macroélidos. Mientras que la eritromicina es efectiva contra Mmc, Mcc y Mp, es ineficiente
contra las cepas de Ma probado hasta el momento (Loria et al., 2003; Al-Momani et al., 2006;
Antunes et al., 2007a, 2007b, 2008). La enrofloxacina, florfenicol, oxitetraciclina vy
espiramicina se han usado para tratar la ulceracién balanitis y vulvitis en ovejas causadas por
Mmc (Kidanemariam et al., 2005b); Mmc exhibe resistencia al acido nalidixico, gentamicina,
estreptomicina y espectinomicina. Del mismo modo, Ma es resistente a estreptomicina y acido
nalidixico (Antunes et al., 2007a, 2008).

En un estudio reciente, se evalu6 el tratamiento sistémico con marbofloxacina en cabras
gue eran portadores auriculares asintomaticos de micoplasmas que causan AC en un centro de
reproduccion artificial (Gémez-Martin et al., 2013). A pesar de la alta susceptibilidad conocida
de estos microorganismos a las fluoroquinolonas y su buena penetracion, estos agentes no
pudieron eliminar a Ma y Mmc del canal auditivo externo de los animales afectados y también
tuvo efectos perjudiciales sobre la motilidad de los espermatozoides. Por lo tanto, estrategias
antimicrobianas tienen efectos limitados sobre los portadores en rebafios cronicamente

infectados, con implicaciones para controlar la AC en centros de reproduccion artificial.
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Otra herramienta propuesta para eliminar una fuente de infeccién es la pasteurizacion
del calostro. El tratamiento de muestras de calostro contaminadas experimentalmente durante 60
minutos a 60 ° C elimina con éxito las colonias viables de Mmc (Paterna et al., 2012). Aunque
el tratamiento del calostro durante 30 minutos a 56 ° C significativamente reduce el recuento de
Ma, este Mycoplasma spp. es capaz de sobrevivir después tratamiento del calostro durante 120
min a 60 ° C (Paterna et al., 2012).
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Impacto Econémico:

En rebafios de pequefios rumiantes domésticos, las pérdidas debidas a AC se deben
principalmente a la disminucion de produccion de leche en los animales afectados, mortalidad,
abortos, tasas de crecimiento reducidas, sacrificio y los costos generados por las medidas de
control. El impacto por micoplasmas en la calidad de la leche es probablemente subestimado
(Contreras et al., 2008).

El riesgo de exceder los limites legales para los conteos de células sométicas (SCC) en
muestras de leche a granel (BTM) son altos durante brote de AC y rebafios de ovejas y cabras
lecheras afectadas pueden sufrir problemas serios de mastitis, sin embargo, SCC no se puede
usar para deteccion indirecta de rebafios cronicamente infectados (Corrales et al., 2004, Gonzalo

et al., 2005), particularmente en areas donde la enfermedad es endémica.

Mycoplasma spp. también puede afectar la fertilidad, ya que Ma, Mmc y Mp exhiben
tropismo para el tracto reproductivo en las ovejas y cabras (Gil et al., 2003; Szeredi et al., 2003;
Kidanemariam et al., 2005a). En cabras, existe una correlacion negativa entre la infeccion por
micoplasma, las tasas de gestacion y el nimero de cabritos destetados (Gil et al., 2003), y es
probable que los efectos de los micoplasmas el rendimiento reproductivo también ha sido

subestimado.

Otro de los costos atribuibles a esta enfermedad es la terapia antimicrobiana, es una de
las principales herramientas para controlar AC (Bergonier et al., 1997), pero requiere un periodo
de retencion. Ademas, la presencia de los residuos antimicrobianos en la leche representa un
riesgo para el consumidor (Allison 1985; Dewdney et al., 1991) y podria perjudicar la

fermentacidn bacteriana requerida para la produccién de queso (Mourot y Loussouarn, 1981).

Ninguna de las cuatro pruebas de deteccién de residuos de agentes antimicrobianos
(incluidos aminoglucésidos, macrdlidos, tetraciclinas, sulfonamidas y quinolonas) en leche de
cabra fueron capaces de detectar los niveles maximos permisibles de la Union Europea de
tetraciclinas o quinolonas actualmente utilizado contra micoplasmas, lo que indica una
necesidad de mejorar la sensibilidad de los métodos rutinariamente utilizados en los programas

de residuos antimicrobianos (Sierra et al., 2009).
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Objetivos

Objetivo General:

Detectar Mycoplasma spp en caprinos de establecimientos de la provincia de Cérdoba.

Objetivos Especificos:

1. Desarrollar habilidades en la lectura de trabajos cientificos y en la escritura de informes.

2. Obtener muestras de leche de cabras en lactancia y de establecimientos de la provincia
de Cordoba.

3. Realizar cultivo para el aislamiento de mycoplasmas que afectan a los caprinos.

4. En el caso de aislar el patogeno: identificar especies de mycoplasmas por técnicas de

biologia molecular (PCR).
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Materiales y métodos

Se trabaj6 en 58 establecimientos caprinos de sistemas de produccidn extensiva o semi-
extensivas a pastizal natural y encierre nocturno de los departamentos San Alberto, San Javier,

Pocho, Minas, y Cruz Del Eje de la Provincia de Cérdoba.

Estos productores caprineros, se encuentran nucleados en el Movimiento Campesino de
Cordoba, en conjunto con instituciones gubernamentales que trabajan en el territorio, como
SENASA, INTA, Sub secretaria de agricultura Familiar Ssaf.
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Imagen N°6. Departamentos donde se trabajo.
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Imagen N°7. Extraccion de muestras de leche y sangre.

Se colecto la leche de 33 cabras con Mastitis Clinica al momento de la visita. Ademas de los 58
establecimientos se seleccionaron alrededor de 5 cabras que estaban en lactancia clinicamente
sanas a las cuales también se les tomo muestras de leche, recolectandose 206 muestras de un

total de 3523 reproductoras.
Toma de muestras:

Se tomaron muestras de leche utilizando guantes de latex descartables, se desinfecté la punta del
pezon en forma individual con torundas de algoddn y alcohol al 70%, se descartaron los tres
primeros chorros de leche y se recolectaron las muestras en recipientes estériles, identificados y

refrigerados a 4°C hasta llegar al laboratorio de patologia animal de la FAV-UNRC.

Cada muestra de leche se identificé con una letra A, B, C 0 M, que correspondera a cada grupo
de personas dedicadas a muestrear las cabras de los diferentes establecimientos, seguido de un
nimero romano identificando cada establecimiento. Por Gltimo con nimeros arabigos (nimero

de caravana o consecutivos) se identifico cada cabra. Ejemplo: A V11 6.
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Imagen N°8. Capacitacidn sobre identificacion de establecimientos, productores, animales, y

sobre la toma de muestras.

Imagen N°9. Extraccion de muestra de leche
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Imagen N°10. Leche proveniente de cabra con mastitis clinica.

Procesamiento de las muestras en el laboratorio:
Medio de cultivo para micoplasmas:

Se realizo el medio de cultivo ya que no viene formulado comercialmente. Para el cultivo del
agente patdgeno, se colocan en solucion tamponada y se inoculan en caldo selectivo y medios
solidos, con antibidticos u otros inhibidores para prevenir el crecimiento de otras bacterias. El
cultivo de Micoplasmas requiere medios muy ricos que contengan porcentajes altos de suero.

Ingredientes:

Medio base Micoplasmas (oxoid), suero equino, extracto de levadura, acetato de talio, penicilina

g, agua desionizada, ADN de salmon.
La composicién del medio de Eaton, de aplicacién general es la siguiente:

En 700 ml de agua destilada se disuelven 21 g de medio base (sin cristal violeta) para PPLO
(organismos semejantes a los de la peluroneumonia) de Becton Dickinson (Oxford, Inglaterra).
Al caldo base para PPLO se afiaden 100 ml de extracto de levadura recién preparado, 200 ml de
suero de caballo sin calentar, 1 g de glucosa, 0,5 ml de ampicilina (200.000 Unidades
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Internacionales [Ul]/ml), y 12,5 ml de rojo fenol al 0,2%. Se ajusta el pH entre 7,6 y 7,8 y se

esteriliza por filtracion.

Para preparar el medio sélido, se afiaden 10 g de agar LabM No.1 (Bury, Inglaterra), o de un

agar de calidad equivalente, y se distribuye en placas de Petri estériles.

Para reducir la contaminacion bacteriana de las muestras clinicas, puede ser necesario afiadir
como componente del medio de transporte acetato de talio (250 mg/litro), que es toxico e
inhibidor para algunos micoplasmas, pero no para los que causan agalaxia contagiosa, aunque
deberia de omitirse una vez que los micoplasmas comiencen a crecer in vitro. Una alternativa

adecuada al acetato de talio puede ser sulfato de colistina (37,5 mg/ml).

El medio se plagueo en placas esteriles descartables y se guardo en la heladera a 4° C hasta su
utilizacién.
Siembra:

Las muestras de leche de cabra obtenidas en el muestreo se sembraron en placas de agar

micoplasmas, incubadas a 37 °C durante 5 a 7 dias en estufa de CO..

Junto a las muestras de leche de cabra, se sembraron controles positivos de cepas de

Micoplasma bovis.

Luego del tiempo de incubacion las placas fueron visualizadas en guarda griega en microscopio
Optico en 10X y luego en 40X buscando colonias compatibles con micoplasmas (umbilicaciones

en el agar con aspecto a huevo frito).

Imagen N°11. Colonias compatibles con micoplasmas.

Las muestras que resultaron compatibles fueron resembradas en medios de conservacion de

micoplasmas los cuales luego se conservaron en freezer -70°C.
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Mycoplasma spp es muy exigente, y es posible que la turbidez del medio liquido o la aparicion
de colonias en los medios solidos no se observen hasta los 5-15 dias. El aislamiento no suele
funcionar, y la deteccion puede ser mas facil con métodos moleculares especificos, como la
PCR (Woubit et al., 2004).

El ADN de las muestras se puede extraer con el kit comercial DNAzol (Invitrogen), y se
realizan los procedimientos descriptos por Lauerman et al. (1995).

Métodos de reconocimiento de los acidos nucleicos:

En muchos laboratorios se utilizan ensayos de PCR que son muy sensibles. Cuando se utilizan
con muestras clinicas, pueden suponer un sistema rapido de alerta que permite una
investigacion mas completa en el caso de que los resultados sean positivos. No obstante, los
resultados negativos no deben considerarse definitivos. Se han desarrollado varios ensayos de
tipo PCR que son especificos para M. agalactiae y que muestran niveles similares de
sensibilidad aunque se basan en secuencias gendémicas diferentes (Dedieu, et al., 1995,
Subrahamaniam et al., 1998, Tola, et al., 1997). Pueden utilizarse directamente con muestras
nasales, oculares, sinoviales o tisulares; se han usado con muestras lacteas y se ha descrito que
resultan mas sensibles que el cultivo, aunque en ocasiones la presencia de inhibidores
indefinidos puede interferir con la prueba (Bergonier, et al., (1997).

Las PCRs también se pueden utilizar, con més fiabilidad, para confirmar el aislamiento e
identificar especie.

Se han descrito pruebas de PCR para MmmLC y Mcc (Bashiruddin, et al., (1994) y en la
actualidad esta siendo sometida a evaluacion en Inglaterra una prueba de PCR para M.

putrefaciens.
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Imagen N°12. Siembra de las muestras de leche en placas con agar micoplasmas.

Imagen N°13. Lectura de placas.
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Imagen N°14. Estufa de CO..

Se realizo estadistica descriptiva a partir de las muestras tomadas y la informacion recopilada
de las encuestas realizadas el dia de la visita al establecimiento. El programa estadistico
utilizado fue InfoStat (Di Rienzo et al., InfoStat. version 2013).
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Resultados

En total se colectaron 206 muestras de leche de los 58 establecimientos, fueron sembradas en

su totalidad y cultivadas dentro de los 5-7 dias en estufa de CO..

De las 206 muestras sembradas en 59 (28,6 %) de las mismas se observaron colonias

sospechosas compatibles con micoplasmas, lo que fueron consideradas positivas a la

observacion microscopicamente. Ver grafico 1. Las mismas se recolectaron en medios liquidos

de conservacion de micoplasmas.

Grupo de muestreo Productor Aislamientos Porcentaje de
positivos/total positivos de las
muestras muestras
A I 1/5 20%
I 1/5 20%
1" 0/5 0%
\V 1/4 25%
\Y% 1/4 25%
Vi 0/5 0%
\1 0/5 0%
B I 0/1 0%
1 1/4 25%
" 0/1 0%
C I 217 28%
Il 2/6 33%
Il 0/1 0%
v 1/3 33%
\% 6/8 75%
D I 0/6 0%
I 2/5 40%
Il 1/5 20%
v 1/4 25%
V 4/6 66%
E I 2/2 100%
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I al7 S57%
Il 1/3 33%
v 172 50%
\Y 317 42%
VI 2/4 50%
Vil 2/3 66%
F I 17 14%
I 4/8 50%
Il 3/6 50%
v 172 50%
\Y 0/2 0%
VI 0/1 0%
G Il 0/3 0%
Il 0/6 0%
H I 2/3 66%
Il 2/6 33%
Il 1/2 50%
v 2/5 40%
\Y 0/3 0%
VI 2/5 40%
I I 0/5 0%
Il 0/3 0%
Il 0/1 0%
J I 1/5 20%
I 0/3 0%
Il 0/4 0%
v 172 50%
\Y 0/1 0%
VI 0/1 0%

Tabla 1. Resultados positivos a cultivos de Mycoplasmas segun establecimiento y nimero de

muestras.

Otros de los resultados importantes es la relacion entre las Mastitis Clinicas registradas al
momento de la visita al establecimiento con los resultados de cultivos positivos a mycoplasma,
donde en solo 9 muestras de leche hay coincidencia ( CV214, CV211, EI255, EI1281, E11282,
EV375, FI1966, FI1961, HI533).
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Imagen N°15. Control pésitivo cepa Micoplasma bovis.

Imagen N°16. Colonias compatibles con micoplasmas.
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Resultado del PCR;:

Se realizo biologia molecular de 10 muestras que resultaron positivas a la visualizacion
macroscopica de colonias, las cuales luego resultaron negativas a PCR.
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Discusion:

El hecho de haber aislado Mycoplasma spp en el 28,6% (59/206) de las muestras de
leche y en el 67,2% (39/58) de los hatos, sugiere una amplia distribucién del agente en la
region Noroeste de la provincia de Cérdoba. Este es un hallazgo importante ya que Argentina
figura sin diagnostico, segun la OIE (OIE 2016).

Los antecedentes de la presencia del agente en pequefios ruminates de la Argentina son
escasos, de hecho los unicos antecedentes son publicados por Manasa et al., 2012 y Sticotti et
al.,en 2015.

En Argentina son escasos los antecedentes sobre la presencia de Mycoplasmas en
cabras, puesto que se han realizado pocos trabajos que confirmen su presencia. Sticotti et al.,
2015, detectaron por PCR en el 42,5 % (17/40) de las muestras de leche de cabras estudiadas
hubo Mycoplasma sp. De acuerdo a nuestro conocimiento, este es el primer informe sobre el
aislamiento de Mycoplasma sp. En cabras de hatos ubicados en la provincia de Cérdoba.

En general, en nuestro pais, los antecedentes de Mycoplasmas de los rumiantes son
escasos a pesar de que en bovinos, se ha informado la presencia de M. bovis, M californicum,
M cabadense, M. bovigenitalum, M. bovirhinis, M. leachii y Ureaplasma diversum (Sosa et al.,
2018, Tamiozzo et al., 2013)

Se considera que el aislamiento de micoplasmas es una de las tareas mas dificiles para
el diagndstico debido a su baja sensibilidad, ya que es muy exigente nutricionalmente (Amores
et al., 2012a). Por ello, es probable que la frecuencia de agente este subestimada. Futuros
estudios para determinar la prevalencia del agente en el ganado caprino deben ser realizados
para poder inferir el impacto real de estos agentes en la produccion caprina de nuestro pais

En el 27,4% (9/33) de los establecimientos en los que la MC fue diagnosticada,
Mycoplasma spp fue aislado. Aunque no puede ser afirmado taxativamente que el o los
Mycoplasmas detectados son los agentes causales de mastitis, dado que otros agentes como
Staphylococcus aureus, Staphylococcus coagulasa negativa (no aureus), Streptococcus sp
(ambientales) y Corynebacterium bovis. han sido aislados y asociados con MC (Sticotti et al.,
2018; Séanchez et al., 2014; Suarez et al., 2012).

Futuros estudios son necesarios, no solo para determinar la asociacion entre MC y
Mycoplasma en nuestra region, sino tambien para identificar las especies de Mycoplasmas
circulantes. En cabras las infecciones por micoplasma son causadas predominantemente por
Mycoplasma  capricolum  subsp.  Capricolum, Mycoplasma capricolum  subsp.
Capripneumoniae y Mycoplasma mycoides subsp. Capri. Estos pueden causar enfermedad
respiratoria, mastitis, artritis, problemas reproductivos y lesiones oculares en caprinos. Se

describe la pleuroneumonia y la agalactia como los dos sindromes principales.
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Como solo se procesaron 10 muestras por metodos de biologia molecular de las 59 las
cuales resultaron negativas es de suma importancia continuar con el resto de las muestras para
poder confirmar o no la presencia de este patogeno en pequefios rumiantes, en los
departamentos donde se obtuvieron las muestras, ya que en esta zona la produccion caprina es

importante por ser una produccion de subsistencia de muchos productores familiares.
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Conclusion

Conclusion

Podemos concluir que se encontratraron muestras de leche positivas a Micoplasmas sp
a la observacion microscopica de las colonias, de establecimientos caprinos del
noroeste de Cordoba.

Se obtuvieron colonias en 59 de muestras de leche de un total de 206 muestras de leche
caprina de hembras en lactancia con y sin mastitis clinica, pertenecientes.

De las colonias compatibles se replicaron en medios liquidos de conservacion para
luego realizar técnicas de biologia molecular para confirmar o no la presencia de
Mycoplasma spp en caprinos de establecimientos de la provincia de Cordoba.

La experiencia vivida fue muy productiva, ver que la realidad en la que vivimos no es
la misma que la de los pequefios productores rurales que hasta el dia de hoy siguen sin
acceso a cosas tan basicas como ser el agua potable, el alumbrado eléctrico, viviendas
dignas y sin embargo nos recibieron de manera excelente compartiendo unos dias muy
lindos, intercambiando culturas, probando sus productos regionales, nos abrieron las
puertas de sus casas brindandonos un techo y comida, ademas tienen los recursos y
fortalezas necesarias para llevar a cabo la produccién caprina y sus derivados y
subproductos de una manera totalmente saludable tanto para los animales como para los
humanos.

Como estudiante es una muy fructifera experiencia poder salir al campo y enfrentarnos
al trabajo real que nos va a tocar hacer en un futuro cercano, ya que son pocas las
catedras que nos brindan esta oportunidad de ser profesionales por unos dias y hacernos
cargo de llevar adelante en forma organizada las tareas a campo planeadas durante la
cursada, luego analizar los resultados, y brindarles una devolucion a los productores a
travez de un informe. Todo esto no seria posible sin el excelente trabajo en equipo
realizado entre estudiantes, docentes, técnicos de terreno y en conjunto con otras
organizaciones como INTA, SENASA, MOVIMIENTO CAMPESINO, UNRC,
UNVM, etc.
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ANEXO 1

Identificacion Resultados
AI009 POSITIVO
Al002 NEGATIVO
AI007 NEGATIVO
AIO10 NEGATIVO

AI005 MC NEGATIVO
All1020 NEGATIVO
Al1021 MC POSITIVO
All037 NEGATIVO
AllO17 NEGATIVO
All014 NEGATIVO
All047 NEGATIVO
All1045 NEGATIVO
AIllI050 NEGATIVO
Alll046 NEGATIVO
All043 NEGATIVO
AIV094 NEGATIVO
AIV098 NEGATIVO
AIV099 NEGATIVO
AIV097 POSITIVO
AV125 POSITIVO
AV126 NEGATIVO
AV127 NEGATIVO
AV130 NEGATIVO
AVI170 NEGATIVO
AVIL172 NEGATIVO
AVI1166 NEGATIVO
AVI164 NEGATIVO
AVIl161 NEGATIVO
AVII211 NEGATIVO
AVII174 NEGATIVO
AVI11192 NEGATIVO
AVII209 NEGATIVO
AVII200 NEGATIVO
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BI1572 NEGATIVO
B113527087 NEGATIVO
B110620 NEGATIVO
B11619 POSITIVO
B113527700 NEGATIVO
BI113520997 NEGATIVO
Cl54 NEGATIVO
CI51 MC NEGATIVO
CI57 POSITIVO
CI55 NEGATIVO
CI53 NEGATIVO
CI58 POSITIVO
CI52 MC NEGATIVO
Cl1o1 NEGATIVO
Cl102 NEGATIVO
Cl1103 NEGATIVO
CI1105 NEGATIVO
Cl1106 POSITIVO
Cl1104 POSITIVO
CIl1156 NEGATIVO
CIVAZ23 NEGATIVO
CIv203 POSITIVO
Clv20B NEGATIVO
Cv212 NEGATIVO
CVv216 NEGATIVO
Cv215 POSITIVO
CV12 POSITIVO
CVv214 MC POSITIVO
CVv211 MC POSITIVO
Cv222 POSITIVO
CV18 POSITIVO
DI919 NEGATIVO
DI1938 NEGATIVO
D1926 NEGATIVO
Dl NEGATIVO
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DI1928 NEGATIVO
D130 MC NEGATIVO
DI17309 NEGATIVO
DI116709 POSITIVO
DI16702 NEGATIVO
DI16704 NEGATIVO
DI17218 POSITIVO
DI11899 NEGATIVO
DI111947 POSITIVO
DI11945 NEGATIVO
DI11878 NEGATIVO
DI877 NEGATIVO
DIV771 NEGATIVO
DIV772 POSITIVO
DIV793 NEGATIVO
DIV757 NEGATIVO
DVv847 POSITIVO
DV846 NEGATIVO
DVv824 NEGATIVO
DV788 POSITIVO
Dv812 POSITIVO
DVv825 POSITIVO
EI262 POSITIVO
EI255 MC POSITIVO

El281 MC POSITIVO
El1284 POSITIVO
EN1289 NEGATIVO
EN1283 NEGATIVO

Ell282 MC POSITIVO
EI1288 POSITIVO
El1285 NEGATIVO
EIN323 NEGATIVO
EIN312 NEGATIVO
EIN337 POSITIVO
EIV357 NEGATIVO
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EIV360 POSITIVO
EV386 NEGATIVO
EV379 NEGATIVO
EV399 NEGATIVO
EV397 POSITIVO
EV375 MC POSITIVO
EV388 NEGATIVO
EVI1947 NEGATIVO
EVI1935 POSITIVO
EVI1937 POSITIVO
EVI401 NEGATIVO
EVII115 MC NEGATIVO
EVII1410 POSITIVO
EV119 POSITIVO
EVI1285 NEGATIVO
F1037 NEGATIVO
F1069 NEGATIVO
F1070 NEGATIVO
F1083 NEGATIVO
F169 NEGATIVO
F1067 MC NEGATIVO
F7076 POSITIVO
F11954 NEGATIVO
F11953 NEGATIVO
F11950 POSITIVO
FI11966 MC POSITIVO
F11940 MC NEGATIVO
F11972 NEGATIVO
F11961 MC POSITIVO
F11962 POSITIVO
FI111935 MC NEGATIVO
F111932 POSITIVO
FIV70 POSITIVO
F111926 NEGATIVO
F111934 NEGATIVO




FI111937 POSITIVO
F111929 POSITIVO
FIV541 NEGATIVO
FVv308 NEGATIVO
FVv312 NEGATIVO
FVI275 NEGATIVO
G11802 NEGATIVO
Gl11629 NEGATIVO
G11804 NEGATIVO
Gl1I1196 NEGATIVO
Gl111192 NEGATIVO
Gl11182 NEGATIVO
GlII105 D NEGATIVO
Gl11204 NEGATIVO
Gll178 NEGATIVO
HI527 POSITIVO
HI533 MC POSITIVO
HI539 NEGATIVO
HI11856 POSITIVO
HII91 POSITIVO
HI1I87 NEGATIVO
HI11328 NEGATIVO
HII3 NEGATIVO
HI1361 NEGATIVO
HII1871 NEGATIVO
HI11862 POSITIVO
HIV624 NEGATIVO
HIV611 POSITIVO
HIV615 POSITIVO
HIV625 NEGATIVO
HV802 NEGATIVO
HV3496801 NEGATIVO
HV857 NEGATIVO
HIV103 NEGATIVO
HV1824 NEGATIVO
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HVI700 POSITIVO
HV1684 NEGATIVO
HV1694 POSITIVO
HV1695 NEGATIVO
1130 MC NEGATIVO
1 1506 NEGATIVO
11516 NEGATIVO
11508 NEGATIVO
11502 NEGATIVO
11127 NEGATIVO
1111128 NEGATIVO
1111129 NEGATIVO
V112 NEGATIVO
JI478 NEGATIVO
JI477 POSITIVO
J1494 MC NEGATIVO
JI1453 MC NEGATIVO
JI479 NEGATIVO
JI523 NEGATIVO
JI1525 NEGATIVO
JI1521 NEGATIVO
JI1505 NEGATIVO
JI507 NEGATIVO
JI508 NEGATIVO
JI503 NEGATIVO
JIV5 NEGATIVO
JIV3 POSITIVO
V2 NEGATIVO
JV3 POSITIVO
JV5 NEGATIVO
JVi4 NEGATIVO
NN NEGATIVO

Tabla N° 2: Resultados de las observaciones al microscopio optico.
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