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RESUMEN: Diversos trabajos describen los cambios producidos en la traquea de pollitos
desde los 6 dias pos desafio y en animales de variadas edades inoculados con Mycoplas-
ma gallisepticum. El objetivo de este trabajo fue describir los cambios microscépicos y
ultraestructurales de traqueas de pollitos hasta los 18 dias de vida, inoculados con una
cepa patégena de M. gallisepticum, y sacrificados a las 24, 48 y 72 horas y 6, 12 y 18
dias pos inoculacién (PI). Las traqueas fueron procesadas con técnicas convencionales de
rutina, tanto para microscopia 6ptica (MO) como para microscopia electrénica de transmi-
siéon (MET). Mediante MO se observaron cambios a las 24 horas PI, con un ligero edema y
presencia de células inflamatorias, principalmente linfocitos en la submucosa. Estos cam-
bios fueron mas evidentes a las 48 y 72 horas PIl, y mucho mas intensos a los 6, 12 y 18
dias Pl. Con MET a las 48 horas Pl los micoplasmas se encontraron adheridos a las cilias,
al mismo tiempo se observo pérdida de numerosas cilias y vacuolizaciéon en el citoplasma
celular. Estas lesiones se observaron en muchas células epiteliales y se caracterizaron
por la presencia de las mitocondrias vacuolizadas con pérdida de las crestas, el reticulo
endoplasmico dilatado y multiples vacuolas en el citoplasma de variado tamafio. Se con-
cluye que M. gallisepticum, es capaz de producir lesiones en las células epiteliales tra-
queales en pollitos de un dia de vida tan pronto como 48 h PI.
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MICROSCOPIC AND ULTRASTRUCTURAL EVALUATION OF
TRACHEAL LESIONS IN CHICKENS INDUCED BY
Mycoplasma gallisepticum

ABSTRACT: Chronic Respiratory Disease caused by Mycoplasma gallisepticum has dif-
ferent clinical presentations. The respiratory form is the most important and is character-
ized by tracheitis, pneumonia and airsacculitis. Several works have been described tra-
cheal changes produced since 6 days post inoculation in different ages animals. The pur-
pose of this work was to describe microscopic and ultrastructural changes in 1 day old
chickens tracheas. One-day-old chickens were inoculated with pathogen strain of Myco-
plasma gallisepticum, and were sacrificed at 24, 48 and 72 hours, and at 6, 12 and 18
days post inoculation (Pl). Changes at 24 hours post inoculation such as mild edema and
presence of inflammatory cells, especially lymphocytes in the submucous membrane were
observed with light microscopy. These changes were more evident at 48 and 72 hours PI
being more intense at 6, 12 and 18 days Pl. Mycoplasmas bound to cilias have been seen
48 hours PI, showing at the same moment loss of the cilias and vacuolization of the cyto-
plasm cell. These lesions become more severe, vacuolizated mitochondrias, which had lost
their cristaes, and enlarged endoplasmic reticulum and many different size vacuoles in
the cytoplasm were observed. The results showed that M. gallisepticum induced lesions in
tracheal epithelium cells of chickens as early as 48 hours post inoculation
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INTRODUCCION

La enfermedad respiratoria crénica pro-
ducida por el Mycoplasma gallisepticum, es una
enfermedad que tanto en sus formas clinica
como subclinica, produce importantes pérdidas
econémicas en las explotaciones avicolas.

La presentacion mas importante es su for-
ma respiratoria, afectando a la traquea, pulmo-
nes y los sacos aéreos. Las lesiones mas signi-
ficativas son traqueitis, neumonia y aerosacu-
litis, la infeccibn muchas veces subclinica pre-
dispone a la aparicion de otras, sobre todo la
presencia de Escherichia coli, que no hace mas
que agravar el cuadro produciendo mortalida-
des significativas en los lotes.

La relevancia de esta entidad se despren-
de por las pérdidas econdmicas que ocasionan
en la industria avicola, debido basicamente al
aumento del indice de conversién alimenticia y
a la depreciacion del valor de la canal y obvia-
mente por la mortalidad.

Numerosos estudios (1, 2, 3) indican que
el M. gallisepticum es un organismo extracelu-
lar, que se adhiere a la membrana celular a tra-
vés de pequefias gemaciones de la misma, in-
duciendo cambios degenerativos en la célula
huésped (1). Diversos trabajos describen los
cambios producidos en la trdquea desde los 6
dias pos desafio y en animales de variadas eda-
des, tales como, 7, 35, 55 dias y 10 semanas de
vida (1, 4, 5).

El objetivo de este trabajo es el de descri-
bir los cambios microscépicos y ultraestructu-
rales en traqueas de pollitos hasta los 18 dias
de vida, inoculados con una cepa patogena de
M. gallisepticum a partir de las 24 horas pos-
inoculacion (PI).

MATERIALES Y METODOS

Se utilizaron 18 pollitos parrilleros comer-
ciales de 1 dia de vida libres de anticuerpos
contra M. gallisepticum y Mycoplasma synoviae,
los que fueron desafiados via aerosol con una
cepa patogena de referencia de M. gallisepticum
(K-781) con un titulo de 108 UFC/mI (unidades
formadoras de colonias). Esta cepa fue adapta-
da al medio de cultivo de Frey con el agregado
de 12% de suero porcino. Se realizaron pasajes
de 0,2 ml de medio inoculado en medio fresco a
fin de obtener colonias en fase de crecimiento
logaritmico (colonias de 24 horas que hayan
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cambiado el pH, detectado por cambio de color
del medio, de rojo purpura a amarillo anaran-
jado).

Alas 24, 48y 72 horas y 6, 12 y 18 dias PI
fueron sacrificados 3 pollitos por vez. Para es-
tudios con microscopia Optica, las traqueas fue-
ron fijadas en formol neutro al 10%, embebi-
das en parafina, cortadas y coloreadas con He-
matoxilina y Eosina. Para microscopia electro-
nica las traqueas fueron fijadas en glutaralde-
hido al 2%, embebidas en resinas sintéticas,
cortadas y contrastadas con citrato de plomo y
acetato de uranilo. Para realizar los estudios
ultraestructurales se utiliz6 un microscopio
electronico de transmisién marca JEOL, Jem
1200 EX II.

RESULTADOS

El estudio mediante microscopia 6ptica
revel6 cambios a las 24 horas PI, los mismos
consistieron en ligero edema y la presencia de
células inflamatorias, principalmente linfocitos,
que comenzaron a observarse en la submuco-
sa. Estos cambios se fueron haciendo mas evi-
dentes 48 y 72 horas Pl. A los 6 dias Pl se ob-
servo un notable engrosamiento de la membra-
na mucosa, con aplanamiento de las células epi-
teliales, pérdida de las cilias y abundante exu-
dado inflamatorio. Estos cambios fueron mas
intensos a los 12 y 18 dias PI, donde el engro-
samiento de la membrana mucosa fue mas mar-
cado, debido al exudado inflamatorio compuesto
principalmente por linfocitos, algunas células
plasmaticas y muy pocos heteréfilos. También
se observé la desaparicién de las cilias, nucleos
picnéticos y vacuolizacion del citoplasma lle-
gando en muchos lugares a la exfoliacion de
las células epiteliales.

El estudio ultraestructural reveld la pre-
sencia de estructuras compatibles con mico-
plasmas a las 24 horas PI, los mismos se obser-
varon libres en la luz traqueal o incluidos en el
mucus sin llegar a las cilias, presentaron una
forma redonda u oval de aproximadamente 300
a 700 nm. EIl epitelio traqueal se observo sin
alteraciones, se conservo tanto la integridad de
las cilias y microvellosidades como en su nu-
mero. A las 48 horas Pl los micoplasmas se en-
contraron adheridos a las cilias y membrana
celular (Foto 1), al mismo tiempo se comenzé a
observar la pérdida de cilias y vacuolizacion en
el citoplasma de las células epiteliales. A las 72
horas Pl tanto la vacuolizacion del citoplasma
como la dilatacién del reticulo endoplasmico se
hicieron mucho mas evidentes.
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Foto 1. Fotografia electrénica: 48 horas Pl. Nu-
merosos Micoplasmas adheridos a la pared ce-
lular y cilias, perdida de cilias, vacuolizacion
citoplasmatica y pérdida de crestas mitocondria-
les. x 27.000 Insertado: se observa un mico-
plasma adherido a la pared por medio de su

“bleb” o yema. x 67.500

Photo 1. Electron photography: 48 hours Pl. Multiple Myco-
plasmas bound to the wall cells and cilias, loss of cilias,
cytoplasmic vacuolization and loss of mitochondrial cris-
tae. x 27.000. Attached: A Mycoplasma bound to the wall
cell by its bleb is observed x 67.500.

A partir de los 6 dias PI, la vacuolizacion
citoplasmatica se incrementd, a los 12 y 18 dias
Pl se observaron acumulo de micoplasmas ad-
heridos a la superficie de las células por medio
de sus yemas o “blebs” (Foto 1), la desaparicion
de las cilias fue total. En muchas células epite-
liales las mitocondrias se observaron vacuoli-
zadas con pérdida de las crestas, el reticulo en-
doplasmico dilatado y multiples vacuolas en el
citoplasma de variado tamafio. También se ob-
servaron en la luz de la traquea células epite-
liales libres con procesos degenerativos y hete-
rofilos libres. En el sitio de adhesion de los mi-
coplasmas a las células fue claramente visible
la integridad de las membranas (Foto 2), en al-
gunos micoplasmas adheridos a la membrana
celular aparecié como si estuvieran fusionados
a la pared celular, sin embargo no hubo fusion
de membranas, siendo esto efecto del corte obli-
cuo.

DISCUSION

La morfologia, tamafio y ultraestructura
del micoplasma coincidié con los hallazgos de
Domermuth y col. (6) Las lesiones microscopi-
cas y ultraestructuras observadas fueron simi-
lares a las halladas por diferentes autores. Sin
embargo muchos de éstos han trabajado con

Foto 2 Fotografia electronica: 6 dias Pl. Nume-
rosos Micoplasmas adheridos a la pared celu-
lar, perdida de cilias, vacuolizacién citoplasméa-
tica y del reticulo endoplasmico y pérdida de
crestas mitocondriales. x 21.800 Insertado: un
Micoplasma adherido a la pared donde clara-
mente se observa la integridad de las membra-
nas. x 36.500.

Photo 2. Electron photography: 6 days Pl. Multiple Myco-
plasmas bound to the wall cells, loss of cilias, cytoplasmic
and endoplasmic reticulum vacuolization and loss of mito-

chondrial cristae. x 21.800. Attached: A Mycoplasma bound
to the wall cells showing membrane integrity. x 36.000

aves a partir de los 7 dias de vida (1), 35 y 55
dias (4) e incluso hasta las 10 semanas de vida
(5). De la bibliografia consultada no se encon-
traron referencias de pollitos de 1 dia de vida
sometidos a una infeccion por M. gallisepticum,
si consideramos la alta incidencia de este agente
en nuestro medio, la posibilidad de infecciones
tempranas son mucho mas que posibles.

Tajima y col (1) y describen las lesiones
histologicas a partir de los 6 dias con engrosa-
miento de la membrana mucosa traqueal, ede-
ma y vacuolizaciéon de células epiteliales, pér-
dida de cilias y exudado inflamatorio con hete-
réfilos y células necrosadas. Estas lesiones se
hicieron maés severas a los 12 dias por inocula-
cion, coincidiendo con el trabajo de Nunoya y
col. (4) también fue posible observar acumulos
de linfocitos en la submucosa traqueal y peri-
vascular, éstos son considerados como una res-
puesta normal del aparato inmune (7) para pro-
ducir anticuerpos contra la invasion de mico-
plasmas.

Nuestro estudio por microscopia electro-
nica pudo demostrar que a las 48 horas Pl los
micoplasmas ya se encontraban adheridos a las
cilias, comenzando a verse vacuolizacion del
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citoplasma y pérdida de cilias. A los 6 dias
posinoculacién numerosos micoplasmas se ob-
servaron adheridos a cilias y membrana celu-
lar a través de sus yemas o “bleb”, esto es coin-
cidente con diversos trabajos publicados (1, 2,
3), encontrandose también en las células epi-
teliales gran vacuolizaciéon en el citoplasma y
en las mitocondrias, con pérdida casi completa
de cilias y microvellosidades. Estos hallazgos
concuerdan con los descriptos por Tajima y col
(1) y Charlier y col (8), mientras que difieren de
lo expresado por Dykstra y col (9), quienes se-
fialan que la pérdida de cilias de células indivi-
duales fue infrecuente.

Si bien dentro de los objetivos no se plan-
ted el estudio de la signologia clinica, la misma
se consigno, no observandose signos hasta los
12 dias de vida. Correlacionando éstos con las
lesiones encontradas podemos inferir que el
micoplasma puede invadir las vias respirato-
rias desde el primer dia de vida, sin hacerse
evidente clinicamente hasta varios dias des-
pués. Estas observaciones refuerzan la idea de
las medidas de bioseguridad que deben ser to-
madas en la crianza de pollitos desde el mo-
mento mismo de la llegada a los galpones, el M.
gallisepticum, tan pronto como 48 horas Pl es
capaz de producir lesiones en las células epite-
liales traqueales en pollitos de 1 dia de vida.
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