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RESUMEN

ETCHARREN MARQUEZ LUIS ALBERTO: Aislamiento de
H¥vcoplasma synoviae y M. gallisepticum DE AVES COMERCIALES
EN MEXICO. IDENTIFICADOS MEDIANTE INMUNOFLUORESCENCIA
DIRECTA.(bajo la direccién de: Luz Marfa Rodriguez Lépez y
Miguel Angel Ceniceros Ru{z).

Se tomaron al azar 3 muestras de sacos aéreos y 7 de
tréqueas para inoculacidén en el medio de FREY, a partir de
pollos de 15 parvadas comerciales de los Estados de México,
Morelos y Querétaro. Se obtuvo el aislamiento de una cepa
de Mycoplamma synoviag a partir de trdqueas de pollitos de
6 dias de edad provenientes del estado de Morelos. Se
identifico esta cepa nediante la técnica de
inmunofluorescencia directa. Ademés, con la finalidad de
inhibir el crecimiento de bacterias contaminantes se
formaron 5 grupos (qr?pos del 11 al 15) en los que se
modificé la concentracién del antibiético utilizada. Dentro
de estas bacterias se logré identificar pProteuys spp.
Basteurslla spp. Staphvlococcus espp. v Escherichia cold.
Encontrando gque la concentracién minima inhibitoria de
ampicilina fué de 3.5 mg por ml de medio 1liquido. Se
considera este experimento como un adelanto en la
aplicacién de esta técnica en México, sin embargo es
necesaric estandarizar la técnica para contar con ella en
un futuro cercano como una herramienta de diagnéstico

rdpida y precisa.
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1
INTRODUCCIO’N

La micoplasmosis es una de las enfermedades
respiratorias m4s importantes y de mayor incidencia a nivel
mundial. En México se presenta la enfermedad en todo el
territorio nacicnal, se ha observado gue puede afectar aves
de 6 dias de edad en adelante Yy causar considerables
pérdidas econémicas. Es comuin observar la presentacidén de
brotes despuds de la vacunacién contra enfermedades virales
como bronquitis infecciosa aviar, laringotraqueitis aviar y
newcastle, o bien cuando existen factores presdisponentes,
especialmente una alta concentracién de amoniaco, alta
densidad de poblacién y estados de tensién.(9,12,18)

En 1930, Dodd reporta en Inglaterra una entidad
patolégica que llama pneumcenteritis epizodtica,
posteriormente en 1938 Dickinson y Hinshaw cambian este
nombre por el de sinusitis infecciosa de los paves. En 1935
Nelson hace el primer reporte de la enfermedad en pollos y
en 1943 Delaplane y Stuart describen la enfermedad Crdnica
Respiratoria. Es a principios de los afos 50’s que Markham,
Wong, Van Roekel y Olesiuk describen simultdneamente el
aislamiento de un microorganismo de pbllos y pavos, similar
a lo que ahora conocemos como micoplasma.(16,20,21)

En la actualidad se conocen 20 especies de micoplasmas
aviares, de 1los cuales se consideran unicamente de

importancia patégena a tres: Mycoplasma synoviae (M&)
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Mycoplasma gallisepticum (Mg) y Mycoplasma meleagridis
(Mm), los cuales pertenecen a la familia Mycoplasmataceae.
(5,17,18,21).

Los micoplasmas son organismos procariotes de vida
libre, anaerobios facultativos y de crecimiento lento, que
carecen de pared celular y en general su membrana celular
es similar a la de células eucariotes con la particularidad
que el nmnicoplasma integra derivados de colesterol a su
membrana dando a ésta una estabilidad osmética para
sobrevivir; siendo esta caracteristica metabélica unica
entre procariotes. (6,7,10,12,17,21)

Estos microorganismos son considerados como los més
pequeflos de vida libre que se conocen, con un di&metro de
0.3 a 0.8 micrometros. La divisién del genoma gael
micoplasma no siempre estd sincronizada con 1la divisén
celular por lo que se pueden observar filamentos

multigenémicos con aproximad te - 650 g que es la

ninima cantidad para un organismo vivo. Pueden ser
observados al microscépio apareciendo como cocos Gram
negativos, sin embargo generalmente se tifien con Giemsa. La
morfologia de las colonias en medios 86lidos sugieren
pequeiias gotas de rocfo, redondas, delgadas y translucidas
con o sin prominencias centrales. El crecimiento se puede
observar entre 3 y 7 dias pos-cultivo en los medios

selectivos para este microorganismo. (6,7,22). Ademés de
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esto, 1los micoplasmas tienen una fuerte capacidad
hemoaglutinante y de hemoadsorcién. Mycoplasma synoviae
puede presentar variantes en cuanto a su patogenicidad,
pero s86lo se conocen dos cepas: 1853 WVU y la F10-2AS, a su
vez del Mycoplasma gallisepticum se distiguen varias cepas:
A5969, S, F, y R. (6,7,10,12,17,21)

El perfodo de incubacién varia de acuerdo a la
patogenicidad del microorganismo y a la cantidad del
inéculo, pero en general es mds corta en la transmisidn
transovéarica (6-11 dfas) que en la transmisién
horizontal (11-21 dias). (6,17,18)

La morbilidad varfa entre un 2% y un 75% pero
se considera que en una parvada afectada el 100% de las
aves estén infectadas. La transmisién de esta enfermedad
puede ser tanto vertical (transovdricamente), siendo esta
via la mis i{importante, como horizontal (contacto directo
entre aves portadoras b'4 aves susceptibles). La
micoplasmosis puede afectar aves silvestres como por
ejemplo a los gorriones, palomas, codornices, asi como a
pavos, gallinas y pollos entre otros, siendo estos ultimos
los de mayor importancia econémica.(6,10,21) ’

La infeccién por micoplasma se puede presentar en dos
formas: al penetrar ya sea Mycoplasma gallisepticum o
Mycoplasma synoviae por vias respiratorias localizéndose en

tracto superior y sacos aéreos. La colonizacién ocurre por
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medio de una proteina ligante de la membrana del micoplasma
uniéndose a una glicoproteina sidlica del epitelio
traqueobronquial. Una vez colonizado el epitelio se
produce una ciliostasis debida a la produccién de peréxidos
de hidrégeno que inactivan a la enzima epitelial catalasa,
permitiendo que el peréxido de hidrégeno actue sobre 'lu
membrana celular, ademds de la competencia metabdélica por
la arginina, siendo ésta necesaria para la produccién de
energia del micoplasma. (5,6) La segunda forma de infeccidn
sigue 1los pasos de lq primera pero al llegar a sacos
aéreos alcanza la circulacién sanguinea y de ahi pasa a
serosas de articulaciones y mucosas del aparato
reproductor.(18)

La infeccién por micoplasma estinmula el sistema
inmunccompetente dando como resultado una respuesta humoral
y celular, ademds de activar al complemento. Sin embargo
estos microorganismos poseen la capacidad de cambiar sus
epitopos de membrana lo cual facilita su patogenicidad ya
que les confiere 1la capacidad de evadir al sistema
ir petente del hiuesped. Es por ello que la infeccién
por Mycoplasma synoviae y Mycoplasma gallisepticum persiste
aun en presencia de anticuerpos. (5,11,17,18)

La infeccién por micoplasma puede ocasionar un
engrosamiento de 1las membranas sinoviales, exceso de

ligquido articular y exudado mucopurulento. Ademds de estas
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lesiones, las aves infectadas presentan algunos signos
clinicos como: cresta pslida, cojera, mal emplume y ratraso
en el crecimiento, aumento en 1a mortalidad, incremento de
la conversidén alimenticia. Asfi mismo agrava los problemas
respiratorios dando la pauta para la asociacién de otras
bacterias como E. coli, agrava la incidencia de ascitis y
disminuye 1la produccién y calidad tanto interna como
externa del huevo, asi como su viabilidad, dando como
resultado pollitos de mala calidad e incrementa los costos
por concepto de medicacién.(12,15,18)

Dependiendo de la severidad del problema, en 1la
necropsia pueden observarse cumulos de 4clido urico en
rifiones, sacos aéreos opacos y muy irrigados pudiendo
presentar exudado caseoso en su interfior. (6,15,18).

Microscépicamente puede observarse una respuesta
inflamatoria del tracto respiratorio, que incluye una
hipertrofia e hiperplasia de las células epiteliales, edema
Yy una masiva infiltfaclon subepitelial de wonocitos,
linfocitos y heterdfiloa. Posteriormente se puede observ4r
ia formacién de nédulos linfoides con centros germinativos
e infiltracién perivascular linfocitica en las paredes de
sacos aéreos. En la forma articular se puede gbservur una
hipertrofia e hiperplasia de las células opltelia’lgs de la

rembrana sinovial.(5)
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Los micoplasmas son sensibles a diversos
quimioterapéuticos incluyendo a la tetraciclina,
oxitetraciclina, clortetraciclina, 1lincomicina, tilosina,
espectinomicina y espiramicina, siendo resistente a las
penicilinas. En el caso de . Mycoplasma synoviae se ha
escrito que a su vez es resistente a la eritromicinva.
(6,18,21)

Ya que la principal via de transmisién del micoplasma
es transovdricamente, y debido a su persistencia, la unica
manera efectiva de controlarlo es seleccionando paxrvadas de
progenitoras y reproductoras libres del microorganismo. E1
tratamiento de huevos con tilosina por inmersién o
calentando el huevo, se ha utilizado para prevenir 1la
transmisién pero los resultados no han sido los esperados.

(6,12,17,18,21)
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DIAGNGSTICO DE LA MICOPLASMOSIS EN néxxco

La micoplasmosis en México normalmente se
diagnostica con base en la historia clinica y las lesiones
encontradas en la necropsia; asi mnismo se realiza una
prueba seroldégica que es la aglutinacién en placa, la cual
no es una prueba confiable ya gue existe un gran numero de
factores que pueden alterarla, entre los mas importantes
tenemos el hecho de que el medio utilizado para el cultivo
del micoplasma contiene suero, componente indispensable
para el crecimiento de este mnicroorganismo. Se sabe que
durante el periodo de crecimiento los componentes del suero
Se unen a la nmembrana del micoplasma Yy no pueden ser
removidos ni aun mediante un lavado, es por esto que
cualquier anticuerpo contra 1los componentes del suero
pueden resultar en una reaccién falsa positiva, aun con el
uso de liposomas artificiales en sustitucién del suero
necesario para el crecimiento del micoplasma, no se ha
logrado eliwminar las reacciones falsas positivas, aungue
cabe mencionar que sf se han logrado disminuir
éstas.(1,8,9,11,12,14,18,22)

Ya que muchas de las vacunas emulsionadas en aceite
son producidas en medios que contienen sueros, la
administracién de este tipo de vacunas puede resultar

también en reacciones falsas positivas. Ademds de esto se
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sabe gque el Mycoplasma synoviae tiene varios antigenos
que producen una reaccién cruzada con antigenos de
Mycoplasma gallisepticum. Esto hace dificil el diagnéstico
de la enfermedad. (8,9,11)

Ya que en México no se realiza en forma rutinaria el
aislamiento del micoplasma no ha sido posible contar con
otras pruebas diagnésticas como 1la. inhibicién de 1la
hemoaglutinacién, inhibicidén del crecimiento e

i P idasa, prueb de jdentificacién de ADN, ELISA,
inmunodifusién en agar, entre otras; cabe mencionar que
estas técnicas estdn en desuso debido a la insequridad de
algunas y a lo inconstante de otras, lo que nos obliga a
sequir buscando alternativas de diagnéstico para este
problema. Es por esto gque mientras no se realica el
aislamiento en México, el diagnéstico de esta enfermedad
seguird siendo poco confiable, por lo que el aislamiento e
identificacién se hacen indispensables para optimizar el
diagnéstico. Una de las opciones mds rdpidas, confiables y
especificas para la identificacién de micoplasmas es la
inmunofiuorescencia directa, técnica usada en otros
paises.(2,4,6,7,8,9,11,17,18,19,21,22)

El principio de la técnica de inmunofluorescencia es
un procedimiento inmunolégico que incluye reacciones
antigeno-anticuerpo, los anticuerpos -1 conjugan

quimicamente a fluorocromos sin alterar su especificidad
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inmunolégica. La luz ultravioleta del microscépio de
epifluorescencia utilizado para leer las pruebas, excita al
fluorocromo emitiendo un color fluorescente. Para 1la
preparacién del conjugado deben ser utilizadas
uinicamente gamaglobulinas separdndolas por saturacién vy
precipitacién con sulfato de aménio.(3,7,13)

Algunas de las ventajas de este método son: sélo
necesita un reactivo de tincién, se requiere un minimo de
testigos para determinar 1la especificidad, se pueden
identificar y diferenciar especies de micoplasmas en
colonias mixtas sin necesidad de purificar el cultive ya
que es una prueba especifica por especie.(3,7)

En México existen laboratorios de diagnéstico con
infraestructura, que con un poco mds de interéds y apoyo que
se le diera al proyecto, podrian realizar por 1o menos
primocultivos, que sin caer en la complejidad de 1la
metodologia para 1la identificacién de Mygoplassa spp.
podrian realizar la prueba de inmunofluorescencia con
las colonias, para identificar répidamente si se
encuentran presententes Mycoplasma __ synoviae -} M.
gajlisepticum, que son los patdgenos mds importantes.

Con el objeto de aislar micoplasmas aviares, a partir
de aves comerciales en México se tomaron ruestras de

trdqueas y sacos aéreos y se sembraron en el medlio de FREY,
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a partir del aislamiento obtenido se corrié la prueba de
inmunoflucrescencia para identificar tanto Mycoplaspa
synovine vy Mycoplaspa gallisepticum.



11
MATERIAL Y METODOS

Para el aislamiento se tomaron 10 muestras, 3 de sacos
adéreos y 7 de trdqueas de 15 parvadas de aves comerciales
de los estados ‘de Morelos, Querétaro b'4 Morelos,
identificando cada parvada con numeros consecutivos del 2
al 15. (cuadro No. 1) Se utilizaron hisopos estériles los
cuales se humedecieron previamente en el medio liquido, y
se introducieron a través de la cavidad oral, hasta llegar
a la trdquea pasando por ésta 3 o 4 veces. Después del
sacrificio por desnucamiento, las muestras de sacos aéreos
fueron tomadas de la cara interna de los sacos tordcicos
tanto craneales como caudales. Los hisopos del 1 al 10 se
sembraron posteriormente en el medio liquido de FREY
modificado. (6,7)

Con 1la finalidad de inhibir el crecimiento de
contaminantes en el medio, que resulté ser un problema
durante el experimento, se decidié sumergir los hisopos de
los grupos 11 al 15 en una solucidén de ampicilina al 0.8%
antes de tomar la muestra; ademds en estos ultimos grupos
la concentracién de la ampicilina en el medio se modificéd
de la siguiente manera: el grupo 11 se incluyeron en total
2 mg por ml de medio, el 12, 2.5 mg por ml de medio, el 13,
3 mg por ml de medio, el 14, 3.5 mg por ml de medio y el

15, 5 mg por ml de medio,(cuadro No. 1) el procesamiento
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posterior de estas muestras fué igual que en los grupos 1
al 1o.

Al haber crecimiento sospechoso de ser micoplasma se
realizé la identificacién tomando una porcitén del agar en
’el cual se dejaron secar gotas del medio liquido en 1la
estufa a 37 C, se pusieron en contacto con el conjugado
fluorescente tanto para Mycoplasma svhoviae (cepa de
referencia 1853 WVU) como para M. gallisepticum,(cepa de
referencia A5969) {[los conjugados fueron donados por 1la
Universidad de Georgia] y se incubé durante 30 minutos a 37
C. Se lavaron con una solucidén amortiguadora de fosfatos y
la prueba se leydé en un microscépio de epifluorescencia

{6,17,18,21)



FROCESAMIENTO DE MUESTRAS PARA EL AISLAMIENTO DE Myconlasma spp.

TOMA DE MUESTRA

HISOPD TRAGUEAL O DE SACOS AEREDS

NPV Y Sp——

¢
menIo tfQuipo incueacidn 37 c, POR 7 OfAS

CRECIMIENTO
-
MEDIOS CONTAMINADOS SOBPECHOS0S
¢ CRECIMIENTO
DE MICOPLASMA
v v H
CENTRIFUGAR A FILTRAR POR t
5000 RPM POR MILLIPORE DE !
30 MIN 1.2 MICRAS i
- H -
SEMBRAR  EL ! SEMBRAR EN AGAR
SOBRENADANTE# ~—m === m s oo e e + !
- v
INCUBAR INCUBAR
B s
CONTAMINADOS OBSERVAR COLONIAS

n CARACTERIBTICAS
DEBECHAR .

CORRER LA PRUEBA
DE INMUNOFLUORESCENCIA

¢ -
POBITIVO ———=~—~—- NEGATIVD
+ .
PABES DESECHAR
EN EL MEDIO
LIQUIDO DE FREY

+
CONGELAR A -70 C
PARA CONSERVACION



14
RESULTADOS

De las 150 muestras tomadas de las 15 diferentes
parvadas de las que se obtuvieron las muestras, se logré el
aislamiento de wuna cepa de Mycoplasma synoviae. E1
crecimiento se obtuvo a los cuatro dias de incubacién. Las
suestras de estos medios pertenecieron al grupo 6, de
trdqueas de pollitos de 6 dias de edad procedentes del
estado de Morelos. Esta cepa se identificé mediante
inmunofluorescencia directa. Se realizaron
simulténeamente pruebas de testigos tanto positivo como
negativo. Algunas de las bacterias gue con mayor frecuencia
se aislaron de la contaminacién en los medios fueron:
Proteus spp., Pasteurella 8pp., Staphylococcus spR. Y E.
£0l11, entre las mds importantes.

Por otro lado, los medios en 195 que se aumentd la
concentracién de antibiético, se encontré que la
concentracién minfma inhibitoria del crecimiento de otras
bacterias contaminantes fué la usada para el grupo 14 que
es8 de 3.5 mg/ml, de ampicilina (cuadro 2).
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DISCUSION

De acuerdo a lo descrito por autores como S. H. Kleven
y Yoder (7,21) entre otros, se comprobé que es posible
aislar micoplasmas aviares en el medio descrito
anteriormente e identificarlos por medio de la técnica de
inmunofluorecsencia directa. Probablemente el unico
aislamiento gue se obtuve fué de Mycoplasma syncviae porque
con base en las encuestas seroldgicas se cree que existe 3
veces mds Mycoplasma gynoviae que Mycoplasma gallisepticum
en el pais. Este dato puede ser subjetivo ya que 1los
resultados de las pruebas serolégicas no son del todo
confiables por lo descrito anteriormente.(1,8,11,18,22)

Independientemente que se haya logrado el aislamiento
de una cepa es necesario profundizar en la técnica, ya que
con base en la historia de las parvadas se puede pensar que
més del 50% de las mismas, se encontraban infactadas con
micoplasmas, por lo qué se puede considerar el aislamiento
como un hallazgo.(14)

El aislamiento del género nmicoplasma no es una tarea
fécil y requiers de extremo cuidado para obtener
resultados, ya que existen factores como la quimioterapia,
edad de la parvada y la distribucién del micoplasma en el
organisme, entre los mas importantes gque pueden interferir
con el aislamiento.

A diferencia de 1o también descrito por los mismos

autores se encontré que 1la concentracién del antibistico
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recomendada para el medio de cultivo (7) resultsd
insuficiente para inhibir el crecimiento de otras bacterias
como E.,. _coll, Proteus.  spp, FPasteurella spp y
Staphylococcus spp. encontrando que la concentracién

minima inhibitoria para las bacterias contaminantes en este
tipo de medio fué de 3.5 mg por ml de medio liquido. Se
piensa que 1la contaminacién del medio se debié a 1la
resistencia de ciertas cepas bacterianas a los antibiéticos
utilizados en el medio de cultivo.

Alguno de los cambios que seria factible realizar para
adaptar la técnica seria incrementar la concentracién de
los antibiéticos usados en el medio, usar otros
antibiéticos o intentar inhibir ol crecimiento de otras
bacterias al momento de tomar la muestra como por ejemplo
intentar sacrificar a las aves mediante 1la técnica de
embolo gaseoso para tomar las muestras de trdquea y sacos
aéreocs en condicione.s més asepticas, dentro de un

laboratorjo, evitando tomar las muestras a nivel de campo y

direct te de traq p do por la cavidad oral que es
una zona altamente contaminada.. Se recomienda intentar el
aislamiento a partir de parvadas que presenten una reaccién
pos-vacunal muy marcada, ya gue generalmente no es posible
aislar micoplasmas cuando se complica el cuadro con otras

bacterias y se presentan 1lesiones, como por ejemplo el
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exudado caseoso gue se suelen presentar en la enfermedad
crénica respiratoria complicada.

Tomando en cuenta la importancia del problema de 1la
micoplasmosis a nivel wmundial y los altos costos que
implica el convivir Y tratar de eliminar la
enfermedad, (18,9), toma gran relevancia el continuar
investigando y tratar de adaptar el medio de cultivo a las
condiciones de nuestro pais, para en un Ffuturo no muy
lejano estandarizar la técnica y contar con ella como otra
prueba diagnéstica mds.

Podemos concluir que no se ha logrado establecer una
técnica confiable aun, ya que muy probablemente en las
muestras tomadas existian otros micoplasmas mé&s, como
Mycoplasma _asynovise y Mycoplasma galligepticum, los cuales
por diferentes situaciones no se 1lograron aislar. Sin
embargo podemos partir de este trabajo para futuras

aplicaciones de la técnica en México.



CUADRD No.

Mycoplasma spp.

1.~-0ORIGEN Y
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S81EMBRA DE MUESBTRAS

GRUPD : PROCEDENCIA | CONCENTRACION DEL
1 {ANTIBIGTICO EN EL
' {MEDIO LIGUIDO DE FREY

1-4 {EDO DE MEXICO ¢ 1 mg/ml

S-6 IMORELOS V1 mg/mi

7-10 {EDO DE MEXICO  : 1 mg/ml

11 { QUERETARC t 2 mg/ml

12 |QUERETARO t 2.5 mg/ml

13 {QUERETARO t 3 mg/ml

14 ! QUERETARD { 3.5 mg/ml

15 :QUERETARD \ S mg/ml

PARA AISLAMIENTO DE
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CUADRD No. 2.-RESULTADOS DE LA INCUBACION DE LAS MUESTRAS

1GRUPO! MUESTRAS

11 121314131617:8:9110

i
H
'
'
i
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iC icicicicicicicict C

iC igicic:cicicicic: H

H

H

72

; 3 iC ICICIC:!BIBICICINI S%
g 4 iC tCcicicicigisicicCl C;
E S ic :ClClC%NiCICiC:S: S;
% ) L icisigicicigiCi8y CZ
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;12 IC iCi8iI8IBISICICINI
213 IC iCiCICICICICICING
El“ iN INININININININING
;IS IN CINININININININING

N=NEGATIVO (NO HUBO CRECIMIENTO) .
C=CONTAMINADO (8E PROCESA POR CENTIFUGACION DE ACUERDD AL
DIAGRAMA DE PROCESBAMIENTO)

§=50SPECHOB0 (SE TRABAJA DE ACUERDO AL DIAGRAMA DE PROCESAMIENTOD)
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