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Diagndstico en rumiantes

Toma de muestras de respiratorio

En casi todos los casos, los problemas respiratorios son una enfermedad multifactorial. Para llevar a cabo un diagndstico

correcto es preciso recordar que es el veterinario que conoce la explotacion y puede ponderar todos los datos quien hace

el diagnéstico final, aunque el laboratorio oriente y aconseje. En este trabajo se explica como realizar la toma de muestras

en procesos respiratorios y se comentan algunos de los resultados que se pueden obtener.
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Imagenes cedidas por los autores

Para controlar los problemas respirato-
rios hace falta conocer la etiologia de
los mismos, lo que permitira modificar
el manejo, los programas vacunales
(con vacunas y/o autovacunas) o el tra-
tamiento. Normalmente podemos hacer
un diagnoéstico presuntivo de la etiolo-
gia de los problemas a partir de los sig-
nos clinicos, la edad y el origen de los
animales, la situacion vacunal, la epide-
miologia del proceso, los datos de la
necropsia y, fundamentalmente, el histo-
rial de la granja, ya que los problemas
respiratorios tienden a repetirse dentro
de una explotacién. Sin embargo, nues-
tra experiencia nos dice que en rumian-
tes el diagnostico en campo es dificil, y
que una gran mayoria de los aciertos
corresponden a que determinados pato-
genos tienen una incidencia mayor en
algunas edades.

En casi todos los casos los problemas
respiratorios son una enfermedad multi-
factorial, ya que normalmente no pode-
mos hablar de una sola causa o un solo
patogeno. Ademas existen grandes varia-
ciones en los sintomas clinicos produci-

dos por un mismo patdgeno, en la edad
de aparicion de los primeros sintomas,
debidos fundamentalmente a las diferen-
cias en el estado inmunitario de los ani-
males y al manejo de las explotaciones, y
podemos encontrar patégenos normal-
mente asociados con adultos en animales
jovenes y a la inversa. Por otro lado, es
normal identificar simultaneamente
varios patdgenos, o que unos agentes
enmascaren a otros (por ejemplo, los
virus por bacterias). Considerandolo
todo, para realizar un diagnostico correc-
to tenemos que acudir al laboratorio y
recordar que es el veterinario que conoce
la explotacion y puede ponderar todos
los datos quien hace el diagnodstico final,
aunque el laboratorio oriente y aconseje.
En este trabajo queremos tratar la toma
de muestras en procesos respiratorios y
comentar algunos de los resultados que
se pueden obtener.

Etiologia

En corderos y cabritos

Como causas infecciosas aparecen funda-
mentalmente Mannheimia haemolytica,
Pasteurella multocida y P. trehalosi,
Mycoplasma ovipneumoniae, M. agalac-
tiae y M. arginini. También podemos
encontrar virus PI-3 y Borde, Chlamydo-
phila y Fiebre Q, y no es raro aislar Arca-
nobacterium pyogenes o Corynebacte-
rium pseudotuberculosis, probablemente
como oportunistas.

En terneros

Tenemos que considerar a Mannheimia
haemolytica, Pasteurella multocida,
Mycoplasma bovis y los virus BVD, PI-3,
IBR y especialmente el BRSV. Ademas,
hay que considerar Haemophilus som-
nus, aunque por nuestra experiencia en
Espafia es muy poco prevalente. Los
coronavirus respiratorios y las neumoni-
as por Chlamydophila tampoco se estu-
dian habitualmente a pesar de que si
parecen ser importantes.

, En rumiantes, el diagndstico

de patologias respiratorias
en campo es dificil, y una
gran mayoria de los aciertos
corresponden a que
determinados patdgenos
tienen una incidencia mayor

en algunas edades.

En rumiantes, en general, nadie discu-
te el papel de M. haemolytica y la eviden-
cia también parece clara para las pastere-
las, aunque P, trehalosi sea poco frecuen-
te. Sin embargo, a pesar del importante
papel que se atribuye a Mycoplasma
bovis y a los virus en terneros, en peque-
flos rumiantes no queda clara la impor-
tancia de estos patogenos.

Reposicidon

Como norma, los animales de reposicion
estan adquiriendo inmunidad frente a los
patdgenos propios de la explotacion y
aunque en el laboratorio se sigue eviden-
ciando la presencia de virus y micoplas-
mas, generalmente éstos no producen
patologia clinica en estos animales. De
hecho, es frecuente que las lesiones pul-
monares por micoplasmas desaparezcan
en estos animales. Por el contrario, aun-
que también se van haciendo resistentes a
Mannheimia y Pasteurella, éstos son los
patdgenos mas frecuentes, y es normal
aislar bacterias mas normales en proble-
mas cronicos de animales adultos como
C. pseudotuberculosis o A. pyogenes. En
algunas explotaciones encontramos para-
sitos pulmonares cuando las pautas de
desparasitacion no son correctas.

Adultos

En animales adultos las pasterelas y
mannheimias claramente han dejado de
ser un problema, aunque ocasionalmente
se aislan. En pequenos rumiantes apare-
cen problemas de curso crénico como
adenomatosis, lentivirus (Visna/CAE),
tuberculosis (en caprino), pseudotuber-
culosis (C. pseudotuberculosis), neumo-
nias verminosas, y abscesos por A. pyo-
genes. Estos ultimos se consideran pato-
genos oportunistas que a través de heri-
das producen septicemias, acabando fre-
cuentemente en el pulmon. Sin embargo
en nuestra experiencia existen rebanos

Pulmaén ovino con lesiones de neumonia atipica. Se
observan |ébulos apicales y medios con importante con-
solidacién de color roja. Por cultivo bacteriolégico se aisld
Mannheimia haemolytica y Mycoplasma spp.

Cepa de Corynebacterium pseudotuberculosis en agar
sangre incubado 48h a 37°C en aerobiosis. Aislado en
ovino. Las colonias son blancas, de aspecto seco, que se
fragmenta al retirarla y con beta hemlisis justo debajo
de la colonia.
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Cepa de Mycoplasma spp en agar Hayflick. Procede de
un pulmon ovino con neumonia atipica. Morfologia tipi-
caen "huevo frito”, con un centro elevado respecto al
resto de la colonia, en la imagen de color més claro.

Cepa de Mannheimia haemolytica en agar sangre tras
24 horas de incubacién a 37°C. Las colonias, de aspecto
mucoso, presentan hemdlisis tipo beta.

Pulmdén de cabra con tuberculosis. Zonas irregulares de consolidacién que a la seccién presentaban cavernas con mate-
rial purulento/caseoso. Los ganglios bronquiales y mediastinicos presentaban amplias zonas de necrosis. Microscopica-
mente, las lesiones se correspondian con una neumoniay linfadenitis granulomatosas con necrosis y células gigantes

caracteristicas de tuberculosis. Asimismo, se observan zonas de consolidacion marronacea en areas craneoventrales de

las que se aisl6 Pasteurella multocida.

Abscesos multiples en pulmén de ovino adulto reparti-
dos por todo el 6rgano. Adherencias entre Iébulos pul-
monares. Mediante cultivo se aislé6 Corynebacterium
pseudotuberculosis.

= L ]
Tincion de Ziehl Neelsen con multitud de bacilos acido
alcohol resistentes tefidos de color rojo-fucsia sobre
fondo verde. Se identificaron por inmunoperoxidasa
como Mycobacterium avium paratuberculosis. Tincion

sobre mucosa de la valvula ileocecal de bovino adulto.
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A la hora de
enviar las
muestras al
laboratorio es
importante,
siempre que sea
posible por su
tamano, mandar
el pulmon entero
con traquea y
ganglios, ya que
los patogenos no
se distribuyen

uniformemente.

Tabla 1. Muestras de respiratorio en bovino

con criterios de limpieza correctos que
tienen una alta morbilidad por estos
patdgenos. En bovino, es relativamente
frecuente encontrar tuberculosis y nema-
todos pulmonares.

En las tablas 1, 2 y 3 presentamos los
resultados encontrados en nuestro labora-
torio (25.600 casos 2000-2004) aunque
no los hemos separado por edad. Se han
empleado diferentes técnicas, y los resul-
tados microbioldgicos son bajos por la
gran cantidad de muestras que llegan
contaminadas. Tampoco se incluyen
aquellos procesos diagnodsticados por
otras técnicas como la adenomatosis,
tuberculosis o parasitosis. Estos resulta-
dos no son una prevalencia ya que el
muestreo esta sesgado por las analiticas
requeridas por el veterinario y por la can-
tidad de muestras estudiadas en cada
caso, en ocasiones insuficientes o en mal
estado. Ademas, el resultado solo eviden-
cia la presencia de un patdgeno y no nece-
sariamente que el patdgeno identificado
sea el responsable del cuadro clinico.

Toma de datos

Siempre deberiamos tomar los datos cli-
nicos de cualquier proceso para compa-
rar los resultados del laboratorio con las
caracteristicas observadas, el resultado
del tratamiento, los cambios de manejo y
la evolucion en el tiempo. Un archivo
escrito y documentado siempre es mucho
mas atil que la simple memoria.

Técnicas diagnésticas

La toma de muestras la debe orientar el
laboratorio porque ninguno cubre todas
las posibilidades, ni emplea necesaria-
mente las mismas técnicas. Se han pues-
to a punto y se han publicado muchas
técnicas diferentes para muchos patoge-
nos; sin embargo, la gran mayoria no son
comerciales. Por ejemplo, muchos PCR
se realizan a partir de cebadores prepara-
dos en el mismo laboratorio. Existen
varias técnicas habitualmente disponibles
para los patdgenos implicados en proce-
sos respiratorios de rumiantes.

Tumor intranasal ovino. Se diagnosticaron dos casos en la misma explotacion.

En las técnicas directas aislamos o
identificamos el patdgeno o alguno de sus
componentes. En las indirectas detecta-
mos la respuesta (celular o humoral, anti-
cuerpos) del organismo frente al patoge-
no. Las técnicas directas comprenden el
cultivo microbioldgico, la identificacion
morfologica de los parasitos, el inmuno-
diagnéstico (inmunofluorescencia, inmu-
noperoxidasa, etc.), el aislamiento viral y
las técnicas de biologia molecular, entre
las que destaca la PCR. Logicamente ni el
aislamiento viral, ni muchas veces la
PCR, son técnicas de rutina.

En problemas respiratorios de peque-
nos rumiantes los diagnosticos indirectos
tienen poco interés porque, a diferencia de
otras especies, no existen técnicas comer-
ciales. En bovino si se puede hacer serolo-
gia frente a los virus y podemos emplear
tanto los perfiles seroldgicos como los sue-
ros pareados para el diagnostico. Aunque
solo en el caso del BVD y con algunas
vacunas en IBR podemos distinguir res-
puestas vacunales y de infeccion.

Toma de muestras

Como en otras especies animales, pode-
mos detectar muchos patogenos en vias
respiratorias altas, pero para realmente
estar seguros de la etiologia del problema
tenemos que trabajar con pulmén o con
lavados traqueobronquiales.

Como siempre, la mejor muestra seri-
an varios animales enfermos con sinto-
mas agudos, no tratados, y con menos de
24 horas desde la presentacion del cua-
dro. En porcino estamos trabajando con
gran éxito con lavados traqueobronquia-
les introduciendo una sonda por la nariz.
En rumiantes, lo mas normal es tomar
muestras de tejidos tras la necropsia e
hisopos traqueales y pulmonares. Por
supuesto, de los animales muertos tam-
bién podemos obtener mucha informa-
cion aunque es muy frecuente la conta-
minacion (por eso los bajos porcentajes
indicados anteriormente). Las muestras
de 6rganos deben enviarse refrigeradas,
en bolsas individuales e identificadas. El

gran volumen de los animales muertos
enteros hace que sea muy dificil enfriar-
los y que se autolisen muy rapidamente,
por lo que intentaremos no enviar este
tipo de muestras. Lo mismo sucede con
los 6rganos grandes no refrigerados. Para
la deteccion de agentes por técnicas
inmunodiagnosticas o PCR, las muestras
pueden ser congeladas.

Es importante enviar siempre que sea
posible, por su tamafio, el pulmoén entero
con traquea y ganglios, ya que los pato-
genos no se distribuyen uniformemente.
Cuando no sea posible hay que enviar
fragmentos grandes de distintas zonas
del pulmon.

Si no se solicita anatomia patoldgica,
para el analisis de muchos patdgenos
(bacterias, virus y parasitos) se pueden
tomar muestras de los 6rganos necrop-
siados con hisopos que, evidentemente,
son mucho mas faciles de enviar.

En el caso de que se envien muestras
para histopatologia se deben tomar
varios fragmentos de pequeno tamano
fijados con formalina al 10% de distintas
partes del pulmon y, por supuesto, de las
lesiones que puedan aparecer. Si existen
lesiones macroscOpicas es necesario
enviar tejido lesionado de transicion y
aparentemente sano.

Para el diagnostico indirecto basado en
la deteccion de anticuerpos es suficiente
enviar sangre sin anticoagulante. El suero
se puede congelar.

Aunque en la necropsia podemos
encontrar los parasitos en los diferentes
organos, para el estudio de éstos las mejo-
res muestras son las heces tomadas del
recto de los animales donde se detectan las
formas de eliminacion. Se deben enviar
refrigeradas al laboratorio para impedir
que los huevos sigan desarrollandose y
pierdan sus caracteristicas tipicas. ®

Técnica Positivas Patdgeno (n° casos estudiados)
9% IBR (381)
49% BRSV (365)
. 1% BVD (329)
Inmunoperoxidasa
8% PI3 (260)
41% M. bovis (246) Lébulos apicales de un pulmén ovino adulto con neumonia fibrino- Pulmén caprino con éreas de diferente coloracion y consistencia
7% Adenovirus (14) pururlenta. Superficie pulmonar recubierta de una gruesa capa de aumentada. Exudado fibrinoso sobre la superficie pleural. Mycoplasma
5% Pasteurella multocida (889) fibrina. Parénquima pulmonar consolidado, de color rojo intenso y capricolum y Mycoplasma mycoides mycoides LC mediante inmuno-
Cultivo A Mannheimia haemolytica (889) consistencia dura y con abscesos de tamario variable de tejido necréti-  peroxidasa con anticuerpos policlonales (PHLS London Aarthus Collec-
3% Arcanobacterium pyogenes (889) coy pus. Se aisl6 por cultivo bacteriolégico Pasteurella trehalosi'y tion). Por cultivo se aislé Mycoplasma, Pasteurella trehalosiy Arcano-
<1% Haemophilus somnus (889) Mycoplasma spp. Resultado negativo a M. ovipneumoniae y M. bacterium pyogenes, posiblemente como oportunista que coloniza
arginini. lesiones previas. Ejemplo claro de neumonia por causa multifactorial.
Tabla 2. Muestras de respiratorio en ovino
Técnica Positivas Patdgeno (n° casos estudiados) Ty
40% M. ovipneumoniae (159)
33% M. arginini (117)
Inmunoperoxidasa 12% PI3 (33)
10% Border (30)
18% Visna Maedi (11)
13% Mannheimia haemolytica (973)
. 12% Pasteurella multocida (973)
Cultivo -
6% Arcanobacterium pyogenes (973)
4% Pasteurella trehalosi (973)
Técnica Positivas Patdgeno (n° casos estudiados) . s y "
35% M. owpneu.n?o.niae 6N Fragmento de pulmén de un bovino de 6 meses de edad. Se observa  BRSV. Células procedentes de un pulmén de un ternero de 4 meses
Inmunoperoxidasa 32% M. ar ginint @1 enfisema generalizado con presencia de bolsas y burbujas de gas bajo  afectado de BRSV (Virus respiratorio sincitial bovino). Marcacion
33% M. agalactiae (18) la superficie pleural y en los septos lobulillares. Por cultivo bacteriolé- mediante inmunoperoxidasa indirecta con un anticuerpo monoclonal
25% M. caprineumoniae (12) gico no se obtuvo crecimiento. Mediante inmunocitoguimica se que detecta un proteina nuclear de 42-44 KDa (CHEMICON). Sustra-
14 % Mannheimia haemolytica (552) detect BRSV. to AEC en DMF. Contraste Hematoxilina de Mayer. Observacion en
Cultivo 7% Pasteurella multocida (552) campo claro 100X. Las células positivas se ven de color rojizo. El BRSV
4% Arcanobacterium pyogenes (552) infecta linfocitos y neumocitos.
4% Corynebacterium pseudotuberculosis (552)
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