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RESUMEN

Con el objetivo de desarrollar la prucba de Inhibicidn de Crecimiento, se produjo suero
hiperinmune especifico para Mycoplasma synoviae en dos conejos Nueva Zelanda, inocuiando
2 ml. via subcutinea de una mezcla de Mycoplasma synoviae cepa WVU 1853 ( ATCC ) con
adyuvante completo de Freund ( 1: 1) en los dias 15,2236 y 43 , el dia 50 se sacrificaron los
congjos para obtener el suero hiperinmune., a la titulacidn del suero se obtuvo un valor de
1:640.

Se obtuvieron 30 muestras de suero y extremidades de pollo de engorda con signos clinicos
sugestivos de Sinovitis Infecciosa. A cada muestra de suero se le realizbd la prueba de
Aglutinacién en Placa, empleando el antigeno de Mycoplasma symoviae cepa WVU 1853
(lab. Intervet), encontrandose 22 muestras positivas.

En las extremidades se puncionaron las articulaciones para obtener liquido sipovial y cultivarlo
en medio de Frey a 37°C durante 7 dias, posteriormente se sembraron en agar en condiciones
de microaerofilia , considerandose positivos cultivos con crecimiento de colonias con forma de
“huevo estrellado™. Bstas colonias se recuperaron para obtener cultives puros, en estos se
realizd la prueba de Inhibicion de Crecintiento utilizando et suero hiperinmune producido. Se
identificaton 9 muestras come Mycoplasma synoviae.

Come control se emplearon las cepas de referencia de Mycoplasma synoviae cepa WVU 1853
(ATCC) y cepa de Mycoplasma gallisepticum  A5969 (Atlanta).

La prucba de Inhibicidn de Crecimiento es una herramienta ftil de diagndstico para la
identificacién de Mycoplasma synoviae. En México es necesario su intrumentacion, asi como

la produccién de antisueros especificos para la elaboracién de otras pruebas diagnésticas.



INTRODUCCION

La infeccion por micoplasmas es un problema que afecta a la industria avicola desde hace
décadas en todo ¢f mundo. En México, sigue siendo un problema muy importante en
productoras de huevo comercial, polio de engorda, atin en progenitoras y reproductoras. (8 ). La
infeccidn es ocasionada pot Mycoplasma synoviae y Mycoplasma gallisepticum .

Mycoplasma synovige perienece a la clase Mollicutes, orden Mycoplasmataies, familia
Mycoplasmataceae, son considerados los procariotes mds pequefios de vida libre tienen un
tamafic de 6.2 a 0.5 micras, carecen de pared celular, por tanto sonm pleomdrficos y muy
sensibles al medio ambieate, se reproducen por fision binaria y pueden observarse con
tinciones de Giemsa y Romanowsky. Se transinite por via venerea, acrosoles y muy imporiante
su transmision a través del huevo (5,6,11).

Mycoplasma synovige es un importante patdgeno de pollos de engorda asociado a Sinovitis
Infecciosa aguda o cronica, produce sinovitis exudativa, tendosinovitis o bursitis. (1,5,7 ).

Sin embargo, la infeccion por Mycoplasma synoviae ha tomado mayor importancia porque se le
asocla también a la producccion de inflamacién de sacos aéreos y problemas
respiratorios.(7,12,13 ).

Los signos clinicos y lesiones son inespecificas pudiendose confundir con otras enfermedades,
como Artritis viral, infeccciones por Coryrebacierium spp, Salmonella spp. Pastewrellz spp.
Escherichua coli, Staphylococcus spp, Streptococcus spp, y Mycoplosma gallisepticum, por lo
cual adquiere enorme valor el aislamiento e identificacion del agente asi como el diagndstico
seroldgico . ( 1,4,7,).

Para realizar e aislamiento e identificacion de Mycoplasma synovige se¢ toman muestras con

material estéril de tréquea, sacos aéreos o articulaciones afectadas, se  siembran en medio



liquido de Frey y después a medio sdlido en ambiente microaerofilico a 37 ° C. Se observard
en el agar colonias caracteristicas de huevo estrellado de aproximadamente de 0.1 a 0.6 mm. de
didmetro . Estas colonias se identifican por medio de pruebas como Inmunofluorescencia e
Inhibicion de Crecimiento. (1,8,13,14 ).

En Meéxico la erradicacion se ha basado solamente en pruebas serolégicas como Aglutinacidn
en Placa ¢ Inliibici6n de la Hemoaglutinacion. (3,7).

No se realiza en forma comin el aislamiento y por tanto tampoco se desarrollan pruebas de
diagnéstico  especificas como: Inhibicién de Crecimiento, Inmunoflucrescencia,
Inmunoperoxidasa, ELISA, etc, La importacién de antisueros v reactivos es una limitante
impertante , asf como la falts de instrumentacion de métodos de aislamiento .

Es por esto que, el objetivo del presente trabajo es desarrollar la prueba de Inhibicién de
Crecimiento con un antiswero producido en Jz Facultad de Estudios Superiores Cuawitida para
la 1dentificacion de Mycoplasma synovige a pariir de cepas de micoplasmas aisladas de pollos

de engorda con lesiones sugestivas de Sinovitis Infecciosa.



MATERIAL Y METODOS

Obtencién de muestras: Se obtuvieron muestras de 30 pollos que presentaron lesiones en
extremidades sugestivas de Sinovitis Infecciosa. provenientes de diferentes granjas del Estado
de Méxice, en las cuales no se realiza monitoreo serolégico ni vacunacidn contra micoplasmas.
Los pollos se sacrificaron obteniéndose sangre de cada uno, recolectandose ent envases de
vidrio limpios para posteriormente separar ¢l suero mediante centrifugacion y coaservandolo 2
20°C. También se tomaron como muestras las extremidades de los pollos, las cuales se
colocaron e identificaron de manera individual en bolsas de plastico y congeladas a -20 °C.

hasta su uso.

Prucba de Aglutinacién en Placa: En esta prueba se utilizan las muestras de sueros de cada
ave , se colocd una gota de suero y una gota de Antigeno de Mycoplasma synoviae cepa WVU
1853 ( Lab. Intervet }, en una placa de vidrio se mezcla y espera 2 min. para tener resultados,

una reaccidn positiva se caracteriza por la aparicion de gramos .

Obtencion de seero Hiperinmune: Se inocularon dos congjos Nueva Zelanda de 2 Kg. de
peso con una mezcla de Mycoplasma symoviae cepa WVU 1853 { ATCC )y adyuvante
completo de Freund { 1: 1), por via subcutnea con 2 mi. cada uno, bajo el siguiente calendario;
Dia 0 se sangraran los conejos para obtemer suero y realizar la prucba de Agiutinacién en Placa
con antigeno de Mycoplasma synoviae (lab. Intervet), para detectar la presencia de anticeerpos
aglutinantes que puedan falsear la valoracién del titulo alcanzado durante el calendario de

inoculacion . Después de esto se inoculd a los conejos.



Alslamiento e identificacion. Para el aislamiento e identificacién se usé el medio de cultivo de
Frey (Kieven, 1683), tante medio liquido como en agar .

El medio liguido de Frey fué distribuido en tubos estériles con tapdn de baquelita conteniendo
3 mi cada tubo. El medio de agar fué colocado en cajas de petri estériles de 30 mb.

Para ¢} aislamienio se puncionaron las articulaciones de las 30 extremidades de pollo con
jeringas estériles que contenian §. 5 ml de medio de Frey liquido, se realizo ur lavado articular
¥y se obtuvo lquido sinovial de cada muestra, este se colocd en 30 tubos con medio de Frey
respectivamente. De cada tubo se realizaron diluciones logaritmicas hasta 16° Sc incubaron a
37° C durante 7 dias hasta observar la aparicion de tarbidez y pequefios grumos.

Estos caltivos se sembaron en cajas de petri con medio de Frey sblido, incubandose en
ambiente de microaerofilia en jarra de velobiosis 2 37°C durante 7 a 10 dias. ( 16,7 ).

Se observaron los cultives con microscopio estereoscdpico, buscando colonias clasicas de
“huevo estrellado”. FIG. 1 Las colonias encontradas se resembraron en medio liguido de
Frey, colocando un blogue de agar donde se observaron colonias., todo el material utilizade en
el proceso fué estéril. ( 3,9,13 ).

Se incubaron estos fubos bajo las mismas constantes durante 3 dias. Los cultivos se
resembraron nuevamente en medio liquido de Frey durante 3 dias a 37° C. Estos iltimos se

consideraron cultivos puros.

Prueba de Inhibicién de Crecimiento. Se utilizo el suero hiperiomune con mayor titule y las
cotonias puras. Se empleron discos de pape! filtro Watmann del No. 1, se impregnaron con ef
suero hiperinmune v se colocaron sobre fa superficie del agar previamente sembrado,”se
tcubaron a 37° C durante 7 dias v se observaron al microscopio estereoscopico.

Se considerd como positivo un halo de inbibicién de crecimicnto alrededor del disco no menor



a5 mm. {14,15) FIG. 2.

Como control positivo se empled la cepa de referencia de Mycoplasma synovige WVU 1853
(ATCC) y como control negativo la cepa de Mycoplasma gallisepticum AS969 {Atlanta). Se
utilizaron kos mismos criterios de observacion,

Todos los cultivos se trabajaron por duplicado.



Fig. No. I Crecimiento de colonias de Mycoplasma synovige aisladas de muestras de campo.

Fig. No, 2 Inhibicidn de crecimients en cepa de referencia WVU 1853 (A T.C.C), de Mycoplasma synaviae en el
extremo superior izquierdo se encuentra &l disco impregnado con €] suero hiperinmune producida,
La zona amarilla correspotde a Ia inhibicion de crecimiente.




RESULTADOS,

Total de Prucba de Aislamicnte  Pba. de lnbibicién
muestras Aglutinacién de crecimiento 2
Mycoplasma synoviae ,
Positivo Nepativo  Positivo  Negative Pusitive Negative ;
30 2 8 23 7 9 14
% % 266% _ 766% _B34% 1% __608%
Cuadro No.1

En el cuadro No. 1 se registran el total de muestras, lograndose ¢! aislamiento en un buen
porcentaje. asi mismo se observa que en 9 de los cultivos se detecta inhibicién de crecimiento
con el suero hiperinmune especifico producido contra Mycoplasma synoviae .

Los cultivos con pobre crecimiento, se evaluaron hasta 15 dias de incubacidn, a la observacién
el crecimiento alrededor del disco no se apegé a los pardmetros que se establecieron, por lo
1anto s¢ reportaron como negativos a la prucba de Inhibicion de Crecimiento.

Los cultivos que se utilizaron como control positivo y negativo, cubrieron los pardmetros. Se¢
encomird que la cepa de referencia de Mycoplasma synovige crecid de manera homogénea con
colontas més pequedias hacia el disco hasta Ja ausencia de ellas alrededor de este.

Con la cepa de referencia de Mycoplasma gallisepticum, s¢ observd crecimiento uniforme con
las colonias mas pequefias hacia el disco. pero no se encontrd inhibicién de crecimiento.

De los dos sueros hiperinmunes prodicidos . solo uno alcanzé el titule de 1: 640 , que es el
valor minmimo aceptado { Frey et. al. 1972 ). Este suero se utilizé para la prueba de Inhibicién

de Crecimiento Ln la grafica No. 1 se presenta como antisuero No. 2.



El titulo alcanzado de fos sueros hiperinmunes producidos se convirtié en titulo logaritmico y

s¢ obtuvo una curva del titulo alcanzado durante los dias de inoculacion . Como se presenta a

continuacion:

Dilucidn final del suero Titulo logaritmico
110 =1:5%2° I

B20 =15*2° 2

1:40 =1:5*2° 3

1:80 =1:5%2° 4
1160 =1:5%23 5

1:320 =1:5%2°¢ 6

1640 =1:5%27 1

Curva de titulacién de antisueros

~

" Anfisuero No. 1
Antisuero o 2

Tiwla log.
N w = th O

GRAFICA No. 1




DISCUSION Y CONCLUSION

La Prueba de Aghuinacién en Placa se utiliza como apovo en el diagndstico de micoplasmas
par ser una prueba altamente sensible, ainque hay factores relacionados con el suero y la
preparacion del antigeno, asi como la aplicacién de vacunas emulsionadas que nos dan
reacciones falsas posistivas . Los Tesultados negativos se deben a la ausencia de anticuerpos
especificos contra el micoplasma o por una baja concentracion de estos no siendo evidente la
reaccion de aglutinacion. (4,7,12).

El cultivo es [a inica forma de asegurar la presencia del micoplasma va que los resultados
serolégicos pueden ser confusos por los motivos ya menciopades. ( 1,4,7,12 ).

El aislamiento de micoplasmas ¢onsiderados como puros se debieron mantener en congelacion
debido 2 la falta de material para Sl; resiembra , este procedimiento influyé negativamente va
que se contaminaron cultivos perdiendose cepas y al intentar de nuevo el aislamiento primario
1o se recupararon todas las iniciales , con locual se redujo el numero de cepas identificadas .
Las cepas que no fireron inhibidas por el suere hiperinmune producido pueden ser otro tipo de
micoplasmas . Se requiere de pruebas bioguimicas para su clasificacién. ( 1,7,13.14).

No se establecié la sensibilidad y especificidad de fa Prueba de Inhibicidén de Crecimiento
debido a que no se realizaron Pruehas Bioquimicas u otras pruebas de identificacion a los
cultivos obtenidos y por tanto no tenemos un pardmetyo para estaleser estos porcentajes.

Para 12 valoracién de ta Prueba de Inhibicion de Crecimiento como método de identificacion
se utilizaron cepas de referencia , con las cuales se valord ¢l poder de inhibicion del suero
tiperinmune producido especifico contra Mycoplasma synoviae .

Los resuitados de esta prucha dependen de eriterios de observacion, obtencién de crecimiento
abundante y homogéneo del micoplasma y de la especificidad del suero hiperinmune.

(9.10,13).
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El suero hiperinmune producido no se comparé con sueros hiperinmunes de referencia ya que
no existen en el pals.

La titulacién del suero hiperinmune producido se llevé a cabo mediante la prueba de
microaglutinacién debido a que en estudios realizados se considera una prueba de sensibilidad
¥y especificidad aceptable comparada con las pruebas de Aglutinacién en Placa, Aglutinacién
eni Tubo ¢ Inhibicion de la Hemoaglutinacion . ( Ortiz y Yamamoto, 1974 ). { Lin y Kleven ).
Aungue el aislamiento de micopiasmas es arduo y tardado se lograron buencs resultados ai
poder observar su crecimiento en la mayoria de los cultivos en medio de Frev. Este medio fué
enriquecido utilizando suero de equino y levadura estériles , siendo importante evitar la
comtaminacion de estos elementos durante su conservacion y aplicacion al medio de cultivo.

El aislamiento primario de Mycoplasma synovice es generalmente mas ficil que su
conservacion.( 7,12 ).

En México hay pocos trabajos sobre cultivo y procedimientos de identificacién en
micoplasmas, asi como en produccitn de antisueros, conjugados ¥ antigenos especificos que
son indispensables para el desarrollo de pruebas diagndsticas. ( 3,8,12 ).

EI conocimiente de la metodologia v su aplicacion nos sirvid para poder instrumentar estas
técnicas y asi poder avanzar a nuevas especiativas de diagnéstico como las pruebas de

Inmunofluorescencia e Inmunoperoxidasa .

11
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