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RESUMEN

Mycoplasma gallisepticum (MG) y Mycoplasma synoviae (MS) son patégenos que afectan
el sistema respiratorio de las aves de produccion y pueden ser transmitidos verticalmente a
la progenie. Ambos forman parte de la lista de enfermedades de denuncia obligatoria a la
Organizacién Mundial de Sanidad Animal (OIE). La medida més efectiva para controlar la
enfermedad, ha sido por muchos afios la erradicacién mediante la mantencion de abuelas y

reproductoras libres de la infeccidn, generando una progenie libre de MG y MS.

En Chile, el diagndstico de la micoplasmosis en planteles avicolas es realizado mediante
técnicas serologicas capaces de detectar anticuerpos contra MG y MS, utilizando las
técnicas de enzimoinmunoensayo (ELISA) e inhibicion de la hemoaglutinacion (IHA).
Ademas se utiliza la técnica de cultivo y aislamiento bacteriano. Estas pruebas son
utilizadas en el Programa de Control de Mycoplasma sp. dirigido a los distintos estratos de
aves, pertenecientes a empresas avicolas productoras de carne de pollo, carne de pavo y de

huevos de mesa.

Al ser MG y MS patdgenos de denuncia obligatoria, se vuelve de suma importancia
implementar nuevas técnicas de laboratorio capaces de brindar resultados fidedignos y en
tiempos acotados. Con el propésito de que, de existir un brote de la enfermedad, se pueda
poner en marcha rapidamente las medidas de control propuestas por el Servicio Agricola y
Ganadero (SAG).

La técnica de la Reaccion de la Polimerasa en Cadena (PCR), desarrollada mas
recientemente, ha sido introducida en los laboratorios de diagndstico de Chile y de otros
paises como una herramienta Util para analizar el estado sanitario de las aves de corral,

principalmente, para confirmar los resultados positivos expresados por las pruebas de



ELISA e IHA. La PCR es capaz de identificar el DNA especifico de MG y MS, de forma

répida y certera.

En el siguiente estudio, se buscd implementar un protocolo de PCR en cepas de referencia
de MG y MS en un laboratorio de diagnostico autorizado por el SAG y participante del
programa oficial de control de Mycoplasma sp. y posteriormente, puesto a prueba en

muestras de cam po.

Las muestras recolectadas para poner a prueba el protocolo de PCR, fueron tomadas en una
poblacion de gallinas de postura comerciales, clinica y productivamente sanas,
pertenecientes a un plantel de aves serolégicamente positivas a MG y MS mediante la
prueba de ELISA.

Para cumplir con el propdsito del estudio, se realizé un paso de extraccién y purificacion
del DNA gendmico. A continuacion se realizd la PCR con partidores disefiados para
amplificar un fragmento de la secuencia del gen que codifica para el RNA ribosomal 16S
de ambos patdgenos. Posteriormente, se realizo la electroforesis de los productos de PCR
en gel de agarosa al 2%, a 80 Voltios durante 40 minutos. Finalmente, se visualizaron las
bandas de amplificacion en un transiluminador UV, dejando registro fotografico de las

imagenes.

El protocolo de PCR puesto en marcha demostré la capacidad de amplificar el DNA de las

cepas de referencia, asi como el DNA de MG y de MS presente en las muestras de campo.

Palabras clave: Mycoplasma gallisepticum, Mycoplasma synoviae, PCR, DNA, gallinas de

postura.



ABSTRACT

Mycoplasma gallisepticum (MG) and Mycoplasma synoviae (MS) are two important
pathogens that cause infections of the respiratory system of poultry. Also, they can be
transmitted vertically to the progeny. Both are part of the reportable list of diseases to the
World Organization for Animal Health (OIE). For many years, the main and most effective
measure to control the disease has been the eradication of infection by maintaining batches
of Grandparent lines and Parent Stock free of infection and thus generating a progeny free
of MG and MS.

The diagnosis of avian mycoplasmosis in poultry in Chile, is performed by serological
methods capable of detecting antibodies against MG and MS, using the techniques of
Immuno-Assays (ELISA) and hemagglutination inhibition (HI). Also, by employing cell
culture and bacterial isolation. These tests are used as a part of the Mycoplasma sp. Control
Program and are aimed at different types of birds of the Chilean Poultry Industry such as

meat chicken, meat turkey and table eggs.

Since MG and MS are pathogens notifiable to the OIE, it is very important to implement
new laboratory techniques that are capable of providing reliable and fast results. In order to,
in the case of an outbreak of the disease, begin as soon as possible with the control

measures proposed by the Agriculture and Livestock Service.

Developed more recently, the assay of Polymerase Chain Reaction (PCR) has been
introduced in diagnostic laboratories of Chile and other countries as a useful tool for
analyzing the health status of batches of poultry, and mainly, to confirm positive results
expressed by the ELISA and HI. PCR test, is able to identify the specific DNA sequences
of MG and MS, rapidly and accurately.



In this study, we first implemented a PCR protocol with reference strains of MG and MS in
a diagnostic laboratory authorized by the SAG and participant of the official program

control Mycoplasma sp. and then we tested it with field samples.

Tracheal swabs samples were collected, processed and tested with PCR protocol
implemented. The samples were taken from a commercial population of laying hens,
clinically and productively healthy, from a farm that was serologically positive to MG and
MS by ELISA.

To fulfill the purpose of this study, a preliminary step to extract and purify the genomic
DNA was made. Then PCR was performed with primers designed to a fragment of the gene
sequence coding for 16S ribosomal RNA of both pathogens. Subsequently, we performed
2% agarose gel electrophoresis, where the PCR products were subjected to a potential
difference of 80 volts, for 40 minutes. We finally visualized the amplification bands on a

UV lamp and kept photographic records.

The protocol implemented demonstrated the ability to amplify DNA from both reference
strains, as well as the DNA present in field samples for PCR of MG and MS.

Key words: Mycoplasma gallisepticum, Mycoplasma synoviae, PCR, DNA, laying hens.



INDICE DE CONTENIDOS

RESUIMEIN ..ttt ettt et et e e b ettt e sae e et e e st e e e nteenaneents i
N ] 1 - Uo! AT RRTRORRTRN ii
INAICE A8 CONTENITDS .......cooveovievrerieeese ettt ettt v
g1 1073 L3 7= o] =T3S vii
[La Lo TTut=N o [ 1o LU = - T viii
R 011 oo 18 [o{ (o] o ISP TP PR PP 1
1. ReViSiON DIDHOGIATICA. .......ccoiiiiiii s 4
Taxonomia y caracterizacion del agente etiolOgiCo ........ccccoovvvrereiiiennineseee e 4

] 104 {0] (o]0 | - OSSO U PRSPPSO 6
10 ] (o0 - OSSPSR 8
o] T {10 a1 o] (oo I SRS 9
a. Distribucion de 1a MicoPlasSmMOSIS ......ccveveiieiicic e 9

b. Prevalencia de 1a miCOPIaSMOSIS ......ccccoveiiieiieiieiieie e 9

c. Tasas de morbilidad y mortalidad de la micoplasmosis en pollos y gallinas .......... 12

d. HOSPEAEIOS NALUIAIES ..o e 13

e. Transmision de 1a INFECCION .......ccviviiiiiccee e, 14

f. Periodo de iNCUDACION ......c.cviieieic et 15
Patogénesis del proceso INFECCIOSO .......oiirririiirieiieree e 16
DIAGNOSTICO ..vveteeeei ettt ettt ettt b e n et ne e re e 17
a. Aislamiento e identificacion del agente etiol0gICO ........cccveveevveiieiiecece e 18

(T T=T (0] [T [ - S SR UROPUSORSPN 19

C. TECNICAS MOIECUIAIES .....ooveeeieieie e 21
Diagnostico diferenCial ..........c.coveiiiiiii e 30
Estrategias de CONTIOl ..o 32
a. Erradicacion de 1a iNTECCION ........coovviieiiiie e e 32

(O - Tol 0 - o [ o S SUSSRSS 36

(o I - U 100 1= ) 0TS 37

I, ODBJEtIVO GENETAL.......ooiiiie e 38
IV.  ODbjJetivVos ESPECITICOS ...ccviiviieieiiieiie et re s 38



V.  MaterialeS Y MELOTOS. .......ccveieiiecieeie ettt re e ens 38

1. IMERITAIES. ... bbbt 38
1.1. Muestras de referencia y muestras de campo de MGy MS...........ccocvviiiiiienenn. 38
1.1.1. Cepas estandar referencia para identificacion del DNA de MG y MS ......38

1.1.2. Muestras de campo para deteccion molecular del DNA de MG y MS.. ....39

1.2, EQUIPAMIENTO ..oiviiiiieieieiteieete sttt bbbt 39

1.3. ReaCtivos Y TUNQGIDIES ... e 40

O 14 1o (0] €L TP PRUR RPN 40

2. IMEBLIOUOS ..o bbbt 41
2.1. Obtencion de las muestras de CamMPO . ....cccccvevveeeeieeieeie e 41

2.2. Procedimiento de 1aboratorio ..........cccueueiieiieni e 42
2.2.1. Extraccion y purificacion del DNA de MG Y MS ... 42

2.2.2. Determinacion de la concentracion y pureza del DNA de MGy MS ....... 44

2.2.3. PCR para amplificar fragmento de DNA del gen RNAr16S ...........ccoc...... 44

2.2.4. Electroforesis en gel de Agarosa al 2% .........ccocoevevevveie e, 46

VI RESUITAUOS. ...ttt bbbt 47
1. Ensayo de la técnica de PCR en cepas de referenciade MGy MS ..........cccovenenen. 47
1.1. Reconocimiento molecular de las cepas de referenciade MGy MS ................... 47

1.2. Especificidad de la pruebade PCR para MG Yy MS ..o, 48
1.2.1. Especificidad de la prueba de PCR para MG .........cccooeveniniiiniiieiee 49

1.2.2. Especificidad de la prueba de PCR para MS ... 49

2. Ensayo de la técnica de PCR en muestras de campo de gallinas ponedoras ............. 50
2.1 PCRPAT& MG . .o 51

2.2. PCRPATAIMMS ...ttt 51

AV 1 PO B T Tod 0 ] o] o RSO PRUSPROR 54
VL CONCIUSION .ottt 60
IX.  BIBHOGrafia ......coooiiieeeeec s 61
X. AANIEXOS .ttt bbbt sttt e br e b e e nnee e 71
Anexo Nro.1: Geles de electroforesis de productos de PCR de M. gallisepticum ........... 71
Anexo Nro.2: Geles de electroforesis de productos de PCR de M. synoviae .................. 75

Vi



INDICE DE TABLAS

TABLA Nro. 1: Resultados de las muestras sometidas a la prueba de PCR para

Mycoplasma gallisepticum y Mycoplasma SYNOVIAE ........cccccvevverieiieieeniesie e esieseesieenens 53

vii



INDICE DE FIGURAS

FIGURA Nro.
FIGURA Nro.
FIGURA Nro.
FIGURA Nro.
FIGURA Nro.
FIGURA Nro.
FIGURA Nro.
FIGURA Nro.
FIGURA Nro.

FIGURA Nro.

1: PCR para cepas de referencia A5969 de MG y WVU1853 de MS ...... 48
2: Especificidad de la prueba de PCR para MGy MS ........ccccovvveiviiennn, 50
3: PCR para Mycoplasma gallisepticum de las muestras 1 — 6 ................. 71
4: PCR para Mycoplasma gallisepticum de las muestras 7 — 20 .............. 72
5: PCR para Mycoplasma gallisepticum de las muestras 21 — 35 ............. 73
6: PCR para Mycoplasma gallisepticum de las muestras 36 — 50 ............. 74
7: PCR para Mycoplasma synoviae de las muestras 1 —6 ............cccce...... 75
8: PCR para Mycoplasma synoviae de las muestras 7 — 20 ...........ccccueeee. 76
9: PCR para Mycoplasma synoviae de las muestras 21 — 35 ............c...... 77
10: PCR para Mycoplasma synoviae de las muestras 36 — 50 ................. 78

viii



I. INTRODUCCION

La micoplasmosis es una enfermedad que afecta principalmente el sistema respiratorio de
las aves de corral, produciendo signos tales como estornudos, tos, descarga nasal y
estertores traqueales. Es causada por distintas especies de micoplasmas patdégenos que
tienen la capacidad de ser transmitidos a la progenie de forma transovérica. Mycoplasma
gallisepticum (MG) y Mycoplasma synoviae (MS) son los de mayor importancia
econdmica en la avicultura y son las Unicas especies de micoplasmas publicados en la lista
de la Organizacion Mundial de Sanidad Animal (OIE) como patégenos de declaracion
obligatoria (Kleven y Bradbury, 2008; Servicio Agricola y Ganadero, 2014b).

La micoplasmosis puede presentarse de forma mas agresiva cuando coexiste con otros
patdgenos primarios o secundarios, como por ejemplo el virus de la bronquitis infecciosa o
Escherichia coli, incrementando ain mas las pérdidas econémicas en la industria avicola
mundial. Dichas pérdidas econdémicas estan asociadas a una menor tasa de crecimiento en
pollos de engorda, una disminucion de la postura y decomiso de carcasas con presencia de
aerosaculitis en plantas faenadoras de carne (Buim et al., 2009). La micoplasmosis
también puede ocasionar un aumento en los costos del tratamiento farmacoldgico
administrado a las aves enfermas, pérdidas por eliminacién de lotes en plena etapa
productiva e incluso restricciones comerciales entre paises que realizan
importacion/exportacion de huevos fértiles o pollitos de un dia (Servicio Agricola y
Ganadero, 2009a).

En Chile, al igual que en Estados Unidos y otros paises, las abuelas broilers y de pavos, las
reproductoras broilers, de pavos y de gallinas de postura, son sometidas a un plan de
monitoreo permanente de micoplasmosis aviar. Estos estratos de aves son considerados

libres de MG, MS y M. meleagridis y se busca constantemente la mantencion de este



estatus sanitario, para evitar la transmision de forma vertical a la progenie y perpetuar la

libertad de esta infeccion (Servicio Agricola y Ganadero, 2009a).

En el caso de las explotaciones de gallinas de postura de huevo comercial, MG y MS se
consideran patogenos endémicos, debido a que el sistema de crianza de multiples edades
favorece la presencia y la transmision horizontal de los micoplasmas dentro de la poblacion

(Servicio Agricola y Ganadero, 2014a).

Para evitar la propagacion de la infeccion es que en Chile se realiza un Programa Oficial de
Control de Mycoplasma sp. dirigido a planteles de aves comerciales, con especial énfasis en
abuelas y reproductoras de broiler, reproductoras de pavos y de postura. Este programa es
obligatorio para planteles animales bajo certificacion oficial (PABCO) y voluntario para
otras empresas productoras de aves, forma parte del Programa de Vigilancia
Epidemioldgica, a cargo de la Division de Proteccion Pecuaria del Servicio Agricola y
Ganadero (SAG) (Servicio Agricola y Ganadero, 2009).

El Programa Oficial de Control de Mycoplasma sp. efectuado por el SAG utiliza las
técnicas serologicas de Enzimoinmunoensayo (ELISA) e Inhibicion de la
Hemoaglutinacion (IHA) para monitorear el estado sanitario de las aves. El SAG delega
parte de las funciones de este programa, facultando a los Laboratorios Autorizados para
realizar la técnica de ELISA en sueros de aves susceptibles (Servicio Agricola y Ganadero,
2009a). Es asi como el Laboratorio de Patologia Aviaria (LPA), del Departamento de
Patologia Animal, de la Facultad de Ciencias Veterinarias y Pecuarias de la Universidad de
Chile participa en este programa oficial de control de Mycoplasma sp. para MG, MS y
Mycoplasma meleagridis (MM) como Laboratorio Autorizado para realizar el diagnéstico
serologico mediante la técnica de ELISA. Mientras que la IHA, que posee un mayor grado
de especificidad, es utilizada por el Laboratorio Oficial del SAG para confirmar los

resultados positivos a MG, MS y MM obtenidos mediante las prueba de ELISA.



No obstante, la serologia requiere de a lo menos dos semanas de curso de la infeccion para
lograr un titulo de anticuerpos suficiente en sangre, para ser detectado por la prueba
diagnostica de acuerdo a su nivel de sensibilidad (Raviv y Kleven, 2009; Garcia et al.,
2005). De igual manera que el cultivo y aislamiento de Mycoplasma sp., que es considerado
también como prueba confirmatoria de la infeccion, es un procedimiento lento que puede
tardar hasta tres semanas en brindar resultados y que puede verse afectado por la
contaminacion con micoplasmas saproéfitos, volviendo ain mas lento el aislamiento
(Kleven, 2008).

Si bien ambos tipos de pruebas han resultado Utiles para analizar el estado sanitario de los
lotes de aves de corral, se necesita de otra herramienta diagndstica complementaria que
pueda entregar resultados fidedignos y de forma méas temprana. Especialmente en
situaciones de emergencia en que se requiere de la rapidez de la toma de decisiones, como
bien seria en el caso de un brote de micoplasmosis en abuelas o reproductoras, en que se
necesita de la seguridad y celeridad de los resultados para determinar la eliminacion del lote

y justificar las consecuencias economicas que ello implica.

Las pruebas moleculares permiten reconocer el material genético de los micoplasmas
aviares, en este caso su DNA, por medio de la Reaccidn de la Polimerasa en Cadena (PCR),
cuyo desarrollo brinda resultados en mucho menos tiempo y a la vez posee alta sensibilidad

y especificidad.

Actualmente, en Chile, existe un namero insuficiente de laboratorios que ofrecen la PCR u
otras técnicas moleculares como herramienta diagnostica de patdgenos como los que
producen la micoplasmosis aviar. De esta necesidad surge la idea de implementar la
técnica molecular de PCR para MG y para MS en el Laboratorio de Patologia Aviaria de la

Universidad de Chile, dando origen al presente estudio.



II. REVISION BIBLIOGRAFICA

Taxonomia y caracterizacion del agente etioldgico.

Los micoplasmas son bacterias que se encuentran en humanos y en variadas especies de
animales, plantas e insectos y muchos de ellos son capaces de causar enfermedad (Razin,
1985; Ferguson-Noel, 2013).

La micoplasmosis aviar es causada por distintos micoplasmas patégenos, principalmente
Mycoplasma gallisepticum (MG), Mycoplasma synoviae (MS), Mycoplasma meleagridis
(MM) y Mycoplasma iowae (MI). Los micoplasmas patdgenos de mayor importancia para
las gallinas de postura, para los pollos broiler y también para los pavos son MG y MS.
Mientras que MM y MI causan enfermedad respiratoria solamente en pavos (Kleven y
Bradbury, 2008). Sin embargo, un hallazgo mas reciente mostro evidencia de infeccion
natural de MM, en reproductores broiler con signologia respiratoria y disminucion de
postura. A pesar de esto, no se ha podido determinar la patogenicidad que ejerceria MM en

hospederos inusuales como los pollos (Khiari et al., 2011).

Mycoplasma gallisepticum, MS, MM y MI, pertenecen a la clase Mollicutes, Orden
Mycoplasmatales, Familia Micoplasmataceae, Genero Mycoplasma. Dentro de este género

se describen mas de 120 especies (Ferguson-Noel, 2013).

Los micoplasmas son los procariotas mas pequefios capaces de replicarse en un medio
libre de células, su genoma también es pequefio y puede variar entre los 500 a
1000 megadaltons (MDa). Representa el genoma mas reducido de los organismos
auto-replicantes, por lo tanto, son considerados sistemas de vida minimos. Su
capacidad de codificacion se limita a menos de 700 proteinas diferentes, solo dos

veces el nimero calculado de las proteinas esenciales para el funcionamiento de la célula
4



hipotéticamente méas pequefia, lo que significa también una reduccién de rutas metabdlicas,
y requerimientos nutricionales mas complejos. Su DNA posee un contenido bajo de
guanina-citosina (G+C) que va entre un 24 y un 35% de moles. Los valores de porcentaje
molar o mol% de G+C son herramientas eficaces en la clasificacion de Mollicutes y de los
procariotas en general, sirviendo como un indicador importante para el establecimiento de

nuevas especies (Razin, 1985).

Los micoplasmas carecen de pared celular y estan limitados solamente por una membrana
plasmatica, son fragiles al medio ambiente y sensibles a las sustancias quimicas
comUnmente utilizadas como desinfectantes, como por ejemplo al fenol, formalina, B-
propiolactona y timerosal. Sin embargo, los micoplasmas son resistentes a los antibi6ticos
que actuan sobre la pared celular como son las penicilinas y las cefalosporinas (Bradbury y
Morrow, 2008; Ferguson-Noel, 2013).

Las distintas especies de micoplasmas aviares generalmente requieren para su crecimiento
medios de cultivo ricos en proteinas, que contengan adicionalmente 10 a 15% de suero
animal y necesitan de la presencia de colesterol para su crecimiento. En el caso de MS, éste
necesita para su desarrollo la adicion de nicotinamida adenina dinucledtido (NAD).

Las colonias tipicas de los micoplasmas son pequefias (0,1 a 1 mm) suaves, circulares, y
planas con una elevacion central mas densa. Las células individuales varian de 0,2 a 0,5 um
y son basicamente cocoides o cocobasiliformes, pero se han descrito también varillas

delgadas, filamentos y forma de anillos (Ferguson-Noel, 2013).

Otra caracteristica Util de MG, MS y MM es la capacidad de aglutinar eritrocitos de pollos
0 de pavos. Los antigenos hemaglutinantes son utilizados para la prueba serologica de IHA
en estas tres especies patdgenas mencionadas (Ferguson-Noel, 2013).



El rol indiscutible de los micoplasmas como los organismos auto-replicantes mas simples y
mas pequefios ha impulsado especial interés en dilucidar su lugar en los esquemas de
evolucion global. Se han propuesto dos modelos contrastantes que podrian explicar la
evolucion de los micoplasmas. EI primer modelo propone que los micoplasmas representan
a los descendientes de los organismos que precedieron a la division celular procariota-
eucariota, 0o, en otras palabras, los micoplasmas existentes son los descendientes
sobrevivientes de bacterias muy primitivas que existian antes del desarrollo de una pared
celular basada en el peptidoglicano. El segundo modelo afirma que los micoplasmas
representan formas degeneradas de eubacterias, por lo tanto, se puede considerar como
producto de un desarrollo méas bien tardio en la evolucion. Por lo que los micoplasmas
descenderian de varias bacterias progenitoras o de una rama de bacterias gram positivas que

contempla también a los Clostridium (Razin, 1985).

Signologia.

Mycoplasma gallisepticum es la causa principal de la denominada “enfermedad respiratoria
cronica” de las aves domésticas, se produce especialmente en presencia de manejo
estresante y/u otros patdgenos respiratorios, como el virus de la bronquitis infecciosa, la
enfermedad de Newcastle o Escherichia coli (Kleven y Bradbury, 2008; Raviv y Ley,
2013).

Los signos mas caracteristicos que ocurren en aves adultas por causa de la infeccion
natural de MG son de naturaleza respiratoria, como por ejemplo: estertores tragqueales,
descarga nasal, tos, conjuntivitis, respiracion dificultosa y aerosaculitis. También se puede
reducir el consumo de alimento y con ello, las aves pierden peso. Pese a todo lo anterior,
los lotes también pueden tener evidencia seroldgica de la infeccion sin tener signos clinicos
evidentes de la enfermedad, especialmente si se produce la infeccidn a una edad temprana y
han logrado recuperarse parcialmente (Islam et al., 2011; Raviv y Ley, 2013). Cuando hay

patdgenos asociados a MG, las lesiones suelen ser mas graves, prolongando la enfermedad
6



y dando lugar a una condicidn cronica. Con la infeccién de Escherichia coli puede ocurrir
colisepticemia, pericarditis, perihepatitis y aerosaculitis fibrinocaseosa, que resultan en una
alta mortalidad y en decomisos de las canales de las aves (Bradbury y Morrow, 2008;
Raviv y Ley, 2013).

La infeccion producida por MS en pollos puede causar signologia de tipo respiratoria y
también de tipo articular (Bradbury y Morrow, 2008). Las aves infectadas por via
respiratoria pueden presentar estertores leves, o bien pueden ser asintomaticos. La mayoria
de las lesiones en los sacos aéreos ocurren en la temporada de invierno, al igual que con
MG, pudiendo ocurrir a cualquier edad, pero tiende a ser mas observada a causa del
decomiso de las canales al momento de la faena. En la progenie de los reproductores
infectados por MS, puede haber un aumento del decomiso de las canales por presencia de
aerosaculitis. Puede haber reduccion de la ganancia de peso y reduccién de la eficiencia de
conversion alimenticia. Es frecuente ver excremento de coloracion verdosa, la que contiene
grandes cantidades de acido Urico o uratos. Estos signos agudos pueden seguir una lenta
recuperacion. En algunas instancias, la fase aguda se ausenta o es subclinica y se puede ver
solo aves cronicamente infectadas en el lote. Los signos articulares producidos en pollos
afectados por MS corresponden a sinovitis, cojera, crecimiento retardado, en algunos casos
bursitis esternal y a pesar de que las aves se recuperen del cuadro, la sinovitis podria
permanecer durante el resto de la vida de las aves (Ferguson-Noel y Noormohammadi,
2013).

En los lotes de gallinas ponedoras infectadas por MG, se describe basicamente la misma
signologia respiratoria que en pollos. También se ha asociado la presencia de Escherichia
coli con la presentacion de peritonitis o salpingitis, lo que produce un exudado caseoso a
nivel del oviducto, que finalmente termina por aumentar las tasas de mortalidad de las
gallinas. Usualmente la produccion de huevos decae y se mantiene en un nivel bajo (Raviv
y Ley, 2013). La infeccion natural de MS provocaria escaso efecto sobre la produccion o la

calidad de los huevos (Ferguson-Noel y Noormohammadi, 2013). Sin embargo, Feberwee
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y colaboradores, en un estudio realizado en gallinas de postura con evidencia seroldgica de
la infeccion por MS, en gallinas inoculadas con MS, lograron relacionar la presencia de MS
a nivel del oviducto con la presencia de anormalidades apicales en la cascara de huevo,
tales como cascara rugosa, adelgazamiento de la céscara y grietas, pero manteniéndose la

calidad interna del huevo (Feberwee et al., 2009).

Patologia:

Las lesiones macroscopicas producidas por MG a nivel del sistema respiratorio consisten
en congestion de la mucosa y exudado catarral en los conductos nasales y paranasales,
traquea, bronquio y sacos aéreos. Sinusitis con acumulacion de exudado mucoso a caseoso
(esto es méas observado en pavos que en pollos o que en otros hospederos afectados). Los
sacos aéreos frecuentemente contienen exudado y puede ser de distribucién focal,
multifocal o difusa y en algunos casos se puede observar distintos grados de neumonia. En
casos de enfermedad avanzada y severa en pollos y pavos, existe una triada compuesta por
aerosaculitis caseosa, perihepatitis fibrinosa y pericarditis, que puede derivar en una alta
mortalidad y en cuantioso decomiso durante la faena de las canales. Sin embargo, este tipo
de lesiones puede ocurrir junto con otros agentes y no son patognomonicas de MG (Raviv
y Ley, 2013).

La patologia microscopica revela que en la traquea, MG se adhiere a las células epiteliales
inflamadas y produce destruccion de los cilios. Los micoplasmas se encuentran
predominantemente en el espacio extracelular y sélo en raras ocasiones en vacuolas
fagociticas de las células epiteliales, los micoplasmas pueden adherirse a las membranas de

las células epiteliales mediante sus organelos de fijacion (Raviv y Ley, 2013).

En gallinas de postura comerciales afectadas por MG, se ha observado el oviducto

distendido con presencia de exudado (salpingitis) y ha sido asociado con disminucién de la
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produccién de huevos en lotes infectados por MG, esta se caracteriza por un marcado
engrosamiento de la mucosa del oviducto, debido a una hiperplasia del epitelio y una

marcada infiltracion linfoplasmocitica (Raviv y Ley, 2013).

Generalmente no hay lesiones macroscépicas causadas por MS en el tracto respiratorio
superior. Aunque si se presenta la forma respiratoria de la enfermedad, puede haber
aerosaculitis. Los sacos aéreos pueden tener lesiones leves como edema, proliferacion

capilar y acumulacion de heteréfilos (Ferguson-Noel y Noormohammadi, 2013).

En pollos que presentan sinovitis infecciosa en las primeras etapas de la enfermedad, se
puede ver exudado viscoso color crema que envuelve las membranas sinoviales de las
vainas tendinosas, articulaciones y bursa esternal. A medida que la enfermedad progresa,

puede extenderse a los musculos y sacos aéreos (Ferguson-Noel y Noormohammadi, 2013).

Epidemiologia:

a. Distribucion de la micoplasmosis aviar.

Se considera que MG y MS estan distribuidos a nivel mundial (Raviv y Ley, 2013;
Ferguson-Noel y Noormohammadi, 2013). En Chile ha sido notificada a la OIE la
presencia de MG y MS en aves comerciales, en su calidad de patdégenos de denuncia
obligatoria, en el altimo informe anual publicado en el afio 2014 (Servicio Agricola y
Ganadero, 2014c).

b. Prevalencia de la micoplasmosis aviar.

Diversos estudios han sefialado que entre los dos micoplasmas aviares de mayor

importancia economica, MG y MS, es MS el que tiene una mayor prevalencia en los lotes
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de aves comerciales, esto probablemente sea influenciado por el énfasis que se ha puesto en
MG en los programas de control de micoplasmosis aviar aplicados en distintos paises
(Mohammed et al., 1986; Buim et al., 2009).

En aves de postura, la infeccion producida por MG y MS es muy dificil de erradicar de las
granjas de edades multiples, esto debido a que las aves infectadas quedan como portadoras,
perpetuando la transmision horizontal (Raviv et al., 2007). Esto se ha visto favorecido
también por la expansion de los lotes de aves y la concentracion de los complejos de
produccion de edades multiples dentro de un area geogréfica limitada, haciendo cada vez
mas dificil mantener los lotes libres de la infeccidn. Raviv y colaboradores, han visto que
en la industria de huevos de mesa, la mayoria de las pollitas de un dia de edad y en fase de
crecimiento son libres de MS, pero estas se infectan después de su introduccion en los
complejos de postura de edades multiples (Raviv et al., 2007). La infeccion por MG es
considerada endémica en las unidades de gallinas de produccién de huevo comercial de
edades mudltiples. Pequefios lotes de aves de traspatio que pueden estar infectados
subclinicamente, representarian una fuente de infeccion para las aves comerciales (Raviv y
Ley, 2013).

No obstante, MG y MS han logrado ser erradicados de la mayoria de las operaciones de
engorde, a través de la eliminacion de la reproduccién de los lotes de abuelas y
reproductoras infectadas y manteniendo pollos y pavos de engorda positivos bajo estrictas
normas de bioseguridad, evitando la transmision horizontal (Ewing et al., 1996). Se ha
descrito también, que en Estados Unidos, la incidencia en aves de corral comerciales ha
disminuido considerablemente durante los Gltimos 50 afios, como resultado del Programa
Nacional de Mejoramiento Avicola (NPIP). EI NPIP ha sido especialmente eficaz en el
control de infecciones en lotes de abuelas y reproductoras de pollos y pavos, hoy en dia, la
mayoria se consideran libres de la infeccion (Anon., 1984).
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Sin embargo, se han seguido notificando brotes esporadicos en lotes de reproductoras o
aves de engorda en paises que cuentan con programas de control de micoplasmosis y que
presentan altos niveles de bioseguridad, como es el caso de los Estados Unidos (Ewing et
al., 1996; Charlton et al., 1999b; Raviv y Ley, 2013; Ferguson-Noel y Noormohammadi,
2013), Brasil (Buim et al., 2009; Mettifogo et al., 2006) o Alemania (Salish et al., 1999).
Asi también como en paises donde la prevalencia de la micoplasmosis aviar es mas alta,
como es el caso de paises como Pakistan (Hanif y Najeeb, 2007; Islam et al., 2011) e Iran
(Pourbakhsh et al., 2010), entre otros.

Datos de origen nacional, recopilados por la Unidad de Vigilancia y Control de
Enfermedades del Servicio Agricola y Ganadero de Chile a través del Programa Oficial de
Control de Mycoplasma sp., en muestras de sueros de aves de produccion, pertenecientes a
los estratos de abuelas broilers, reproductoras broilers y pavos, engorda broiler y pavos,
reflejaron lo siguiente: De un total de 26.460 muestras para MS y MG y 5.888 para MM
analizadas en Laboratorios Autorizados durante el afio 2014 (entre ellos, el Laboratorio de
Patologia Aviaria de la Universidad de Chile), resultaron 192, 588 y 59 muestras de sueros
para MG, MS y MM, respectivamente, positivas a la prueba de ELISA. Estas fueron
enviadas al Laboratorio Oficial del SAG para su confirmacion mediante la prueba de IHA.
Los resultados mostraron que no hubo reaccionantes para MG ni para MS en las 12
unidades epidemioldgicas de abuelas broilers analizadas. En el caso de reproductores de
pavos se registro una unidad epidemioldgica reaccionante a MS mediante ELISA e IHA, de
un total de 27 unidades epidemioldgicas analizadas (3,7%). En el mismo estrato, las
muestras para MM todas fueron negativas. En el caso de reproductoras broilers, 10
unidades fueron reaccionantes a MS mediante ELISA e IHA, de un total de 128 unidades
analizadas (7,8%). El resultado final del ejercicio 2014 mostré6 que MS sigue siendo el
micoplasma predominante en Chile y mostré que tanto MG y MM estan ausentes a nivel de
los estratos de abuelas y reproductoras broilers, asi como en reproductoras de pavos

comerciales (Servicio Agricola y Ganadero, 2014a).
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Desafortunadamente, no se cuenta con datos oficiales publicados por el SAG en aves de
postura de huevo comercial. Esto debido a que no existe la obligatoriedad de adscribirse al
Plan Oficial de Control de Mycoplasma sp. en planteles de ponedoras, siendo de caracter
obligatorio solamente para planteles PABCO (Servicio Agricola y Ganadero, 2009a). La
infeccion por MG y MS en planteles de gallinas de postura es considerada endémica y
dificil de erradicar (Servicio Agricola y Ganadero, 2014a), debido a la organizacion
estructural de los planteles de postura en predios de maltiples edades —lo que se contrapone
al modelo organizacional all in all out aplicado en broilers y pavos—, esta distribucién
aumenta las posibilidades de contacto indirecto entre las aves jovenes con las aves adultas,
favoreciendo la transmision horizontal de patégenos como MG y MS. Es por esta causa que
no se ha dado énfasis en el control de la micoplasmosis aviar en este estrato de aves, y

consecuentemente existe menos informacion disponible.

Alternativamente, existe un estudio realizado recientemente en Chile, que determind la
seroprevalencia de MG y de MS en una empresa de postura de huevo comercial, utilizando
la prueba de ELISA. Los resultados mostraron que de un total de 453 sueros analizados,
52,8% fueron positivos a MG y 71,1% fueron positivos a MS, concordando con los datos
recolectados por el SAG, que sefiala que MS tiene una mayor prevalencia que MG en
Chile. También, se llevd a cabo un andlisis estadistico diferenciado por grupo etario, que
refleja que a medida que aumenta la edad, existe una mayor prevalencia de MG y de MS en
los lotes de aves de postura, iniciando en un 44,6 % para MG y un 36,7% para MS en el
grupo etario méas joven, llegando a un 70,1% de prevalencia para MG y un 94,0% de

prevalencia para MS en las aves del grupo etario mas viejo (Castillo, 2015).

c. Tasas de morbilidad y mortalidad de micoplasmisis aviar en pollos y gallinas

comerciales.

En pollos broilers, cuando existen brotes de micoplasmosis causada por MG, la infeccion

puede afectar a casi a todas las aves del lote, pero la enfermedad puede variar en severidad
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y en duracién. Esta tiende a ser mas severa y de mas larga duracion en los meses mas frios,
tiende a afectar a aves més jovenes y de forma mé&s severa en comparacion con aves
maduras. La mortalidad puede variar desde escasa, con una enfermedad simple, o llegar
hasta un 30% en brotes complicados, especialmente durante los meses mas frios (Raviv y
Ley, 2013). La morbilidad de los lotes afectados por sinovitis, producida por MS, varia de
un dos a un 75%, siendo mas usual entre un cinco y un 15%. La presentacion respiratoria
es generalmente asintomatica, pero el 90 a 100% de las aves pueden estar infectadas. La
mortalidad usualmente es menor al 1%, pudiendo llegar hasta un 10% (Ferguson-Noel y

Noormohammadi, 2013).

La morbilidad de MG y MS en lotes de gallinas de postura puede ser tan alta como la que
se presenta cuando han ocurrido brotes en lotes de pollos broiler, el curso de la infeccién
acontece basicamente de la misma forma. La mortalidad causada por MG puede ser baja en
ponedoras adultas, pero puede haber una reduccién en la produccion de huevos,
conllevando una considerable pérdida econdmica, sin embargo, cuando esta asociada con
patdgenos secundarios como Escherichia coli, la tasa de mortalidad en ponedoras puede
aumentar considerablemente (Raviv y Ley, 2013). La presentacion de MS como cuadro
respiratorio generalmente no ocurre, pero la infeccion puede estar presente en mas del 90%
de las aves. La sinovitis clinica producida por MS puede variar bastante en niumero, pero
por lo general afecta alrededor de un 10% de las aves. La mortalidad frecuentemente es

menor a un 1% de la poblacion (Ferguson-Noel y Noormohammadi, 2013).

d. Hospederos Naturales.

La infeccidén por MG ocurre fundamentalmente en gallinaceas, particularmente en pollos y
pavos. Sin embargo, MG ha sido también aislada desde infecciones naturales en faisanes,
perdices de chukar, perdices grises, pavos reales, codornices y codornices japonesas, patos,
gansos, loros amazonas de cabeza amarilla, flamencos y cuervos (Ley et al., 1996; Grodio

et al., 2012; Stipkovits y Szathmary, 2012; Raviv y Ley, 2013).
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Los pollos y los pavos son los hospederos naturales de MS, pero ademas se ha encontrado
infeccion de forma natural en patos, gansos, gallinas de guinea, gorriones, codorniz
japonesa, faisanes y perdices de patas rojas (Poveda et al., 1996; Stipkovits y Szathmary,

2012; Ferguson-Noel y Noormohammadi, 2013).

e. Transmision de la infeccion.

MG y MS pueden ser transmitidos a otras aves de forma horizontal y de forma vertical. Es
de suma importancia tener claro que pueden ser traspasados por via ovérica, para tomar las
medidas correspondientes y evitar la diseminacion de la enfermedad a la progenie (Raviv y

Ley, 2013; Ferguson-Noel y Noormohammadi, 2013).

La transmision horizontal de MG ocurre por contacto directo o indirecto, desde aves
susceptibles hacia aves infectadas clinica o subclinicamente. En aves jovenes, el tracto
respiratorio alto y/o la conjuntiva son los portales de entrada para los organismos en forma
de aerosoles o de gotas. MG raramente sobrevive mas de unos pocos dias fuera del
hospedero, por lo que las aves portadoras clinicas o subclinicas son esenciales para la
epidemiologia de la enfermedad. Sin embargo, también la transmision y los brotes de
enfermedad pueden ocurrir a través de fomites como el polvo, gotas, o plumas, junto con la

bioseguridad sub-6ptima y las malas practicas del personal (Raviv y Ley, 2013).

La transmision vertical de MG hacia la progenie ocurre como secuela de una infeccion
respiratoria aguda en las reproductoras, debido a la contigliidad de los sacos aéreos

abdominales hacia el oviducto (Levisohn y Kleven, 2000).

En MS la transmision horizontal ocurre por contacto directo, los brotes de MS se

transmiten mas rapidamente que los de MG. La transmision se produce a traves del tracto
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respiratorio y por lo general el 100% de las aves se infectan, aunque ninguna o sélo unas
pocas aves desarrollan lesiones articulares (Ferguson-Noel y Noormohammadi, 2013).

La transmision vertical juega un papel importante en la propagacion de MS en los pollos y
gallinas ponedoras. Cuando los lotes de reproductores comerciales se han infectado durante
la postura, la trasmision hacia los huevos suele ser mas alta durante las primeras cuatro a
seis semanas después de la infeccion. A partir de ese momento la transmision hacia los
huevos puede cesar, pero los lotes infectados pueden diseminar la infeccién en cualquier
momento (Ferguson-Noel y Noormohammadi, 2013). Del mismo modo, Raviv y
colaboradores afirman que a raiz de la infeccion producida por MS, las aves se vuelven

portadoras por toda su vida (Raviv et al., 2007).

Se han evaluado una serie de factores que podrian estar asociados a la presencia de la
infeccion de MG y MS en gallinas de postura de huevo comercial. La transmision
horizontal de MG y MS se veria favorecida por el aumento del nimero de contactos de las
aves con los humanos, que actuarian como un vector mecéanico de la infeccién; la
organizacion de las granjas en unidades de mdltiples edades tendrian mayor riesgo de
adquirir la infeccion que las unidades all in all out; el movimiento de maquinaria entre
distintos lotes favoreceria las infecciones; la presencia de aves silvestres en areas cercanas;
la remocion infrecuente de las deyecciones, que aumentaria el nivel de humedad del
ambiente; la limpieza y desinfeccion insuficientes al término de cada ciclo productivo;

predispondrian a un mayor riesgo de infeccion (Mohammed et al., 1987).

f. Periodo de incubacion.

En infecciones experimentales por MG en pollos, el periodo de incubacion varia de seis a
21 dias. En condiciones naturales, el desarrollo de los signos clinicos puede ser muy

variable en funcion de la virulencia de la cepa, la presencia de infecciones concomitantes y
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factores de estrés ambientales. Los pollos suelen desarrollar infecciones clinicas cercanas al
inicio de la produccion de huevos, en respuesta a los factores de estrés (Raviv y Ley, 2013).

La infeccion por MS se ha visto en polluelos de seis dias de edad, lo que sugiere que el
periodo de incubacion puede ser relativamente corto en las aves infectadas
transovaricamente. Tras la exposicion por contacto, el periodo se extiende generalmente de

los 11 a los 21 dias (Ferguson-Noel y Noormohammadi, 2013).

Patogénesis del proceso infeccioso.

Mycoplasma gallisepticum es considerado como un parasito primario de la superficie del
tracto respiratorio y de la conjuntiva, aunque la diseminacion a otros érganos indica que
ocurren infecciones sistémicas transitorias, resultando en enfermedades agudas y cronicas

en multiples sitios (Raviv y Ley, 2013).

La unién de los micoplasmas a las células hospederos es un prerrequisito para acceder a
una colonizacion, infeccion y patogénesis exitosa y es considerada como un factor de
virulencia importante. MG es un organismo que se une a las células epiteliales a través de

sus organelos de fijacion (Raviv y Ley, 2013).

En cultivo de tejidos, se encontré que MG es capaz de entrar a las células hospederas no
fagociticas, una propiedad que podria proporcionar al organismo la oportunidad de resistir a
las defensas del hospedero y a la terapia antibiodtica selectiva, estableciendo infecciones
crénicas que pasan a través de la barrera de la mucosa respiratoria para causar infecciones

sistémicas (Winner et al., 2000; Raviv y Ley, 2013).
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Los cambios en la superficie del epitelio traqueal, inducidos por la infeccion por MG in
vivo 0 in vitro, incluyen liberacion de granulos mucosos seguidos por destruccion y

exfoliacion de cilios y de células epiteliales no ciliadas (Lam, 2003; Raviv y Ley, 2013).

En ausencia de factores de estrés ambientales exacerbados o de infecciones con otros
agentes patdégenos, la infeccion por MG en la trdquea puede ser autolimitante, pero los
organismos pueden persistir (estado de portador), incluso en la presencia de anticuerpos

humorales o locales (Kleven, 1985; Raviv y Ley, 2013).

La patogenicidad de las cepas de MS generalmente implican la fijacion y la colonizacion de
las vias respiratorias superiores (Ferguson-Noel y Noormohammadi, 2013). Los aislados de
MS extraidos a partir de lesiones en los sacos aéreos son mMAs propensos a causar
aerosaculitis, mientras que los aislados de liquido sinovial son mé&s propensos a producir
sinovitis (Kleven et al., 1975). Las lesiones en los sacos aéreos pueden aumentar en gran
medida por las temperaturas ambientales bajas (Springer et al., 1974; Ferguson-Noel y

Noormohammadi, 2013).

Diagnostico

El diagnostico de MG y MS se realiza principalmente en base a tres tipos de analisis: a)
El aislamiento e identificacion bacteriana, b) la deteccion de anticuerpos especificos contra
MG y MS, mediante métodos seroldgicos y c) la identificacion molecular de los acidos
nucleicos de las bacterias (Raviv y Kleven, 2009). La prueba gold standard para
diagnosticar la infeccion por MG y MS es el aislamiento e identificacion del organismo
(Raviv y Ley, 2013).
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a. Aislamiento e identificacion del agente etioldgico:

Para cultivar MG, las suspensiones de exudado traqueal o de sacos aéreos, cornetes,
pulmones o exudado sinusal deben ser inoculados directamente en caldos para
micoplasmas y/o medios de agar. También pueden utilizarse torulados de trdquea o de seno
palatino para el cultivo de MG, y del mismo modo, pueden emplearse muestras

provenientes del oviducto y de la cloaca de pavos y de pollos (Raviv y Ley, 2013).

Durante las etapas agudas de la infeccién por MG (generalmente en las primeras cuatro a
ocho semanas post infeccion), la poblacion de MG en el tracto respiratorio superior y la
prevalencia de la infeccion en el lote de aves es alto. Por lo tanto, las torulas de traquea o
seno palatino de 10-20 aves vivas son usualmente suficientes para recuperar el organismo,
mientras que 30 a 100 cultivos pueden ser requeridos en etapas posteriores de la infeccion.
El nimero de organismos presentes en la traquea o en seno palatino en aves infectadas
crénicamente, como en ponedoras de huevos comerciales o aves de traspatio, puede ser tan
baja que el organismo (MG) puede no ser detectado mediante métodos de muestreo y de

cultivo habituales (Raviv y Ley, 2013).

El diagndstico positivo de MS puede ser hecho por aislamiento e identificacion. MS puede
ser aislado de lesiones durante la fase aguda de la enfermedad, pero mas seguro en aves
infectadas crénicamente ya que en esta condicion, la infeccion del tracto respiratorio alto es

permanente (Ferguson-Noel y Noormohammadi, 2013).

Idealmente, los caldos para micoplasmas deben ser inoculados directamente con las
muestras de las aves e incubadas inmediatamente a 37°C. Si a corto plazo el
almacenamiento y/o el transporte son necesarios, se deben mantener los caldos inoculados a

4°C o0 en ice packs (no mas de 24 horas) (Raviv y Ley, 2013).
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Las muestras de caldos de cultivo se pueden transferir a un medio de agar micoplasma para
permitir la formacién de colonias. A las cuales se les puede practicar la prueba de
inmunofluorescencia directa o indirecta, o inmunoperoxidasa para la identificacion de

Mycoplasma sp. (Raviv y Ley, 2013).

Como se menciond anteriormente, la prueba gold standard para el diagnostico de MG es el
aislamiento e identificacion de la bacteria. Sin embargo, MG es de lento crecimiento y es
un organismo relativamente fastidioso y podria requerir sobre tres semanas para observar
su desarrollo. En algunos casos, el aislamiento de MG en los cultivos es afectado por el
crecimiento excesivo de micoplasmas sapréfitos que habitan el tracto respiratorio alto de
especies aviares, 0 bacterias u hongos que no han logrado ser inhibidos exitosamente por

los medios selectivos de micoplasmas (Garcia et al., 2005; Raviv y Ley, 2013).

Los cultivos puros de micoplasma aviares pueden ser también usados para definicion de
especie mediante los genes RNA ribosonal 16S o por la regidn espaciadora intergénica
RNAr 16S-23S mediante PCR, seguido por secuenciacion genética. Este enfoque es

altamente especifico pero adecuado solamente para cultivos puros (Raviv y Ley, 2013).

b. Serologia:

Una prueba seroldgica positiva junto con la historia y los signos clinicos tipicos de la
enfermedad por Mycoplasma sp., permiten dar un diagnostico presuntivo en espera del
aislamiento o identificacion del organismo, que en el caso de MG y MS es mucho mas
lento (Raviv y Ley, 2013).

Es por esto, que las pruebas de serologia siguen siendo la base de los programas de
vigilancia de la micoplasmosis en los lotes de aves (Kempf, 1998; Raviv y Kleven, 2009;
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Raviv y Ley, 2013). Son muy utiles para ayudar en el diagndstico cuando se sospecha de la
infeccion, pero requieren de un cierto tiempo de seroconversion después de la infeccion de
las aves (Raviv y Kleven, 2009; Raviv y Ley, 2013). En el caso de la aglutinacion sérica en
placa (SPA) se requiere un minimo de una semana y en el caso de la IHA sobre tres
semanas para poder detectar los anticuerpos (Garcia et al., 2005; Raviv y Kleven, 2009). El
uso de ciertos antimicrobianos, especialmente temprano durante el curso de la infeccion,

puede afectar el desarrollo de la respuesta detectable por anticuerpos (Raviv y Ley, 2013).

La SPA es una prueba rapida, relativamente econémica, sensible y ha sido ampliamente
usada como serodiagnostico y como prueba inicial de screening para el monitoreo de los
lotes de aves. Ademas, los antigenos de MS y MG para la deteccion de anticuerpos
mediante la prueba de SPA, pueden ser adquiridos a nivel comercial. No obstante, la SPA
puede carecer de sensibilidad, se han descrito reacciones no especificas en lotes de aves
infectados con MG o con MS, produciéndose reacciones cruzadas, especialmente en lotes
de aves recientemente vacunados (Raviv y Ley, 2013; Ferguson-Noel y Noormohammadi,
2013). También se ha descrito que el antigeno de MG ocasionalmente puede auto aglutinar.
Por todo esto, para confirmar la especificidad de la reaccién se utiliza la prueba de IHA
(Ferguson-Noel y Noormohammadi, 2013).

La prueba de ELISA fue desarrollada para incrementar la eficiencia de las pruebas
serolégicas y mejorar la especificidad y sensibilidad de los resultados relativos a las
pruebas de SPA e IHA (Raviv y Ley, 2013). Es utilizada como prueba diagnostica de rutina
para monitorear a los lotes de aves y puede incluso reemplazar a la prueba de SPA como
prueba seroldgica primaria. Ademas se encuentran comercialmente disponibles los kits de
ELISA para MG, MS y MM (Ferguson-Noel y Noormohammadi, 2013).

En laboratorios de diagnostico de los Estados Unidos (y también de Chile), el ELISA es la
prueba seroldgica de eleccién para monitorear lotes de aves comerciales que puedan estar

infectados con MG y MS. Puede ser utilizada para detectar anticuerpos locales en muestras
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de lavados lagrimales, lavados de tracto respiratorio y en muestras de saco vitelino, pero es
a partir de muestras de suero de aves en donde es comunmente utilizada la prueba (Raviv y
Ley, 2013).

Una caracteristica util de MG, MS y MM es la hemoaglutinacion de los eritrocitos de pollo
y de pavo. Los antigenos hemaglutinantes son utilizados en la prueba seroldgica de la IHA
para estas tres especies patdgenas (Ferguson- Noel, 2013). La prueba de IHA ha sido
comdnmente usada para confirmar reacciones detectadas por SPA 0, mas recientemente
ELISA, debido a su alto grado de especificidad. Sin embargo, la prueba de IHA puede
consumir mucho tiempo y los reactivos se encuentran disponibles solo en laboratorios

especializados (Raviv y Ley, 2013).

c. Técnicas moleculares:

En la mayoria de los paises, inclusive en Chile, los programas de control de micoplasmosis
aviar se cimientan sobre el mantenimiento de abuelas y reproductoras libres de la infeccidn
de MG y MS, para generar una progenie libre de micoplasmas adquiridos mediante la via
transovérica (Levisohn y Kleven, 2000). Esto implica fomentar y mantener un programa
permanente de vigilancia de MG y MS mediante pruebas de monitoreo, como son las ya
mencionadas pruebas seroldgicas. Al mismo tiempo, disponer de una técnica de
reconocimiento molecular de MG y MS, como herramienta confirmatoria de la infeccion o

de la ausencia de estos, que brinde resultados en poco tiempo.

La Reaccion de la polimerasa en cadena (PCR), fue creada originalmente en el afio 1971
(Kleppe et al., 1971). Pero fue solo en el afio 1990, en que Kary Mullis logré perfeccionar la
técnica de PCR haciéndola mas eficiente y versatil (Mullis, 1990). Esta tuvo tanto impacto en el

mundo cientifico, que en el afio 1993 se le concedid el Premio Nobel de Quimica.
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La PCR es un ensayo molecular que permite la amplificacion de un fragmento de DNA
especifico. Requiere de la presencia de un molde de DNA, los partidores, que corresponden
a fragmentos cortos de DNA con una secuencia definida complementaria al DNA blanco,
que sirven como punto de extension para la DNA polimerasa, los nucleétidos adenina,
timina, citosina y guanina, MgCl, como cofactor de la reaccion y la enzima DNA
polimerasa, que es la encargada de enlazar los nucledtidos para formar el producto de
PCR. Todos estos compuestos se incorporan en tubos y se llevan a un termociclador, que
realiza los ciclos repetidos de amplificacion de DNA, en tres pasos basicos: Primero, la
desnaturalizacion, donde la solucion de reaccion se calienta por sobre el punto de fusion del
DNA, lo que permite que las hebras complementarias se separen. A continuacion, la
temperatura disminuye para permitir que los partidores especificos se unan a los segmentos
de DNA blanco, este proceso se llama hibridacion. Finalmente el siguiente paso, la
extension, donde la temperatura se eleva y la enzima DNA polimerasa extiende los
partidores mediante la adicion de nucle6tidos a la cadena de DNA en desarrollo. Con cada
repeticion de estos tres pasos, el numero de copias de DNA se va duplicando (Bej et al.,
1991; Garibyan y Avashia, 2013).

La PCR es una prueba simple, rapida y muy sensible para la deteccion del DNA de MS y
de MG obtenidos desde tejidos de tracto respiratorio alto, medios de cultivo, o desde otro
tipo de muestras y puede ser usada como prueba confirmatoria de resultados serolégicos
(Levisohn y Kleven, 2000; Ferguson-Noel y Noormohammadi, 2013). Hoy en dia,
econdémicamente hablando, los costos de la PCR se han ido reduciendo y la relacion costo
beneficio se ha hecho bastante atractiva para implementarla como prueba confirmatoria o

de rutina en los laboratorios de diagnéstico (Buim et al., 2009).

Los resultados de la prueba de PCR pueden ser obtenidos en un dia, o incluso en horas, lo
que se contrapone totalmente a lo laborioso o lento que puede llegar a ser el cultivo y
aislamiento bacteriano, que puede tomar de una a tres semanas (Levisohn y Kleven, 2000;
Garcia et al., 2005; Raviv y Ley, 2013).
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Ademaés, la PCR posee un alto nivel de sensibilidad frente a la deteccion de organismos
provenientes de muestras clinicas tomadas desde animales asintomaticos, o de animales
sometidos a terapia antibiotica, situacion en que se asume un escaso numero de bacterias
presentes. También, la PCR puede detectar el patdgeno anticipandose a la respuesta
inmune, o en un hospedero con depresion inmunoldgica, esto porque en ambos casos se
requiere la formacidn de anticuerpos para ser detectados mediante pruebas seroldgicas, por
lo tanto, las pruebas seroldgicas pueden utilizarse a lo menos una o dos semanas

posteriores a la infeccion (Buim et al., 2009; Ewing et al., 1996).

A diferencia del cultivo y aislamiento bacteriano, que solo es capaz de reconocer
organismos viables o estructuralmente completos, la PCR es capaz de brindar resultados
positivos a partir de células incompletas o deterioradas, puesto que solo necesita de la
integridad del DNA para que éste pueda ser amplificado (Kempf, 1998; Garcia et al., 2005;
Raviv y Ley, 2013). Esto hace a la PCR una técnica menos sensible a los factores
ambientales que dafian las células, a la influencia de un inadecuado transporte o

almacenamiento de la muestras, o frente al uso de terapia antibiotica.

Hoy en dia, también existen muchos estudios que respaldan el uso de protocolos internos de
PCR para MG y MS, o de otras técnicas moleculares basadas en PCR, con distintos fines,
como por ejemplo: establecer relaciones filogenéticas entre distintos aislados, realizar

analisis epidemioldgicos, o el simple diagndstico de la infeccion.

En el estudio que hemos llevado a cabo, desarrollamos la prueba de PCR para amplificar un
fragmento del gen que codifica el RNA ribosomal 16S (RNAr 16S) para identificar

molecularmente la presencia de MG y MS en exudado traqueal de gallinas de postura.

Los ribosomas bacterianos son organelos complejos especializados en el proceso de

sintesis de proteinas. Estan formados por dos subunidades: la subunidad grande 50S que
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contiene los RNAr 5S y 23S junto con 34 proteinas ribosémicas y la subunidad pequefia
30S que contiene el RNAr 16S y 21 proteinas ribosémicas (Rodicio y Mendoza, 2004).

ElI RNAr 16S es un polirribonucledtido de aproximadamente 1500 nucle6tidos de
extension, codificado por el gen rrs, también denominado DNA ribosomal 16S (DNAr 16S)
(Rodicio y Mendoza, 2004). EI RNAr 16S se puede utilizar como herramienta filogenética
y taxonOmica ya que es una molécula muy antigua, presente en todas las bacterias actuales,
de estructura altamente conservada, que ha permanecido constante durante un tiempo muy
prolongado. Ademas contiene variaciones que se concentran en zonas especificas,
suficientes para diferenciar no s6lo los organismos maés alejados, sino también los mas
préximos (Rodicio y Mendoza, 2004; Amit-Romach et al., 2004; Chakravorty et al., 2007).

Los genes bacterianos que codifican los RNAr 16S generalmente contienen nueve
"regiones hipervariables" que demuestran un grado de diversidad considerable en su
secuencia entre las diferentes especies bacterianas, las que pueden ser utilizadas para la
identificacion de especies. Las regiones hipervariables estan flanqueadas por tramos
conservados en la mayoria de las bacterias, lo que permite la amplificacién por PCR de
secuencias blanco utilizando partidores universales. Numerosos estudios han logrado
identificar secuencias de regiones hipervariables del gen que codifica el RNAr 16S,
identificando una Unica especie bacteriana 0 un numero limitado de diferentes especies o

géneros (Chakravorty et al., 2007).

Los avances en técnicas moleculares basadas en RNAr 16S, o de los genes que lo codifican,
han hecho posible la identificacion de diferentes poblaciones bacterianas, prescindiendo
de la técnica de cultivo y aislamiento, especialmente cuando se trata de bacterias
fastidiosas con requerimientos nutricionales complejos, o de bacterias de crecimiento lento,
que retrasan considerablemente la identificacion mediante cultivo y aislamiento bacteriano
(Rodicio y Mendoza, 2004; Amit-Romach et al., 2004), como es el caso de los

micoplasmas aviares.
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Son varios los estudios que han empleado la prueba de la PCR basada en un fragmento del
gen RNAr 16S para identificar MG y MS en poblaciones de aves comerciales, o en

condiciones de laboratorio.

Lauerman y colaboradores, desarrollaron un ensayo de PCR que amplifica un fragmento
del gen RNAr 16S de MS vy lo evaluaron como prueba de diagndstico. Inicialmente, este
estudio fue concebido para proponer una herramienta de diagnoéstico alternativa a la que se
utiliza actualmente como confirmacion de la infeccion - el cultivo y aislamiento bacteriano,
que presenta ciertos desafios de tipo practicos, ya mencionados anteriormente-. En su
estudio utilizaron 55 cepas estdndar de MS, como controles negativos de la reaccion
utilizaron el DNA de 44 cepas distintas pertenecientes a ocho especies de micoplasmas.
Dentro de estas, 18 cepas de MG, siete cepas de M. iowae y tres cepas de M. meleagridis.
También trabajaron en la identificacion del DNA extraido de muestras proveniente de tres
grupos de pollos inoculados experimentalmente con cepas de MS, con M. gallinarum y un
grupo control. Paralelamente, trabajaron con un ndmero no especificado de muestras de
campo que representaban a 122 lotes de aves, entre ellas, pollos broilers, gallinas de postura
y aves no comerciales. En todos los casos se pudo identificar exitosamente el DNA de MS
mediante la prueba de PCR, obteniendo los siguientes resultados: 55 cepas de estandar de
MS positivas al MS-PCR, 44 cepas estandar de micoplasmas (no MS) negativas al MS-
PCR. El grupo inoculado con MS fue positivo a MS-PCR, mientras que los grupos
inoculados con M. gallinarum y grupo control fueron negativos al MS-PCR. Dentro de los
122 lotes de campo representados, 54 resultaron ser positivos a MS. En conclusion, solo el
DNA de MS pudo ser identificado por la prueba de PCR para MS, mientras que el DNA de
otras especies de micoplasmas, no pudo ser identificado, descartandose la posibilidad de
reacciones cruzadas con las especies de bacterias relacionadas filogenéticamente a MS
(Lauerman et al., 1993).

Posterior a este estudio, en el afio 1998, Lauerman, publica un manual para el diagnostico

de enfermedades de animales, mediante la amplificacion de sus é&cidos nucleicos.
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Dedicando un capitulo a la descripcion de protocolos de PCR y partidores especificos para
distintas especies de micoplasmas aviares, entre ellos, MG y MS. Es a partir de estas dos
publicaciones de Lauerman, de donde se toman las directrices para realizar el estudio

expuesto en esta memoria de titulo.

Hong y colaboradores, compararon los resultados obtenidos mediante la técnica de PCR
para MS. Utilizando dos protocolo distintos, uno para la amplificacion de un fragmento del
gen RNAr 16S y otro para la amplificacion de un fragmento del gen vihA. Ambos
protocolos descritos serian capaces de amplificar solamente aislados y cepas de MS, no
existiendo reacciones cruzadas con otros micoplasmas aviares. Sin embargo, segin sus
resultados, el protocolo para el gen RNAr 16S fue mas sensible que el protocolo para el gen
vlhA, siendo capaz de detectar mediante PCR, el DNA de MS, extraido de un cultivo de
mayor dilucién (Hong et al., 2004).

Feberwee y colaboradores, realizaron un estudio que fue capaz de establecer por primera
vez la relacion entre la presencia de MS en oviducto de gallinas y la presencia de
anormalidades a nivel del apice de la cascara de huevo. Con el uso de la técnica de PCR,
que amplifica un fragmento del gen que codifica el RNAr 16S se pudo corroborar la
presencia de MS a nivel del tejido oviductal de gallinas serolégicamente positivas
(Feberwee et al., 2009).

Muchos otros trabajos han puesto en préctica los protocolos de amplificacion de un
fragmento del gen que codifica el RNA ribosomal 16S tanto para MG (Moscoso et al.,
2004; Hanif y Najeeb, 2007; Islam et al., 2011; Rauf et al., 2013) como para MS (Silveira
et al., 1996; Marois et al., 2000; Moscoso et al., 2004; Buim et al., 2009; Pourbakhsh et al.,
2010; Ehtisham-ul-Haque et al., 2010). Asi como de protocolos de amplificacion basados
en otros genes diana descritos (Salisch et al., 1999; Hong et al., 2004; Garcia et al., 2005).
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Asimismo, se han desarrollado protocolos de PCR capaces de identificar dos 0 méas agentes
de una sola vez, la técnica es conocida como Multiplex-PCR. Buim y colaboradores
desarrollaron un protocolo para la deteccion conjunta del DNA de MG, de MS y de la cepa
vacunal F de MG (Buim et al., 2009). De igual forma, se ha descrito el uso de un protocolo
capaz de identificar simultaneamente los cuatro micoplasmas aviares mas importantes, MG,
MS, MM y MI (Wang et al., 1997). También fue desarrollado un protocolo para la
identificacion de seis patdgenos respiratorios de importancia en la avicultura, estos son el
virus de la bronquitis infecciosa, el virus de la laringotraqueitis infecciosa, el virus de la
influenza aviar, el virus de la enfermedad de Newcastle y las bacterias MG y MS (Pang et
al., 2002).

Se han desarrollado protocolos de PCR en tiempo real (g-PCR) para identificar lotes de
aves afectados por micoplasmosis aviar y dar seguimiento a la sintesis de nuevos productos
en la PCR mediante la visualizacién con tinciones o fluorocromos. Se desarrolld un
protocolo de g-PCR para identificar el DNA de MG presente en exudado traqueal de pollos,
utilizando la tincion SYBR Green | (Carli y Eyigor, 2003). Otro ensayo para detectar
simultdneamente MG y MS en una misma reaccion, utilizando también SYBR Green
(Jarquin et al., 2009). Del mismo modo, un protocolo para identificar los cuatro
micoplasmas aviares, MG, MS, MM y Ml (Raviv y Kleven, 2009). Sin duda, estos estudios
demuestran que la tecnologia de g-PCR es muy especifica, sensible, rapida y eficiente, pero
hasta el dia de hoy no ha logrado desplazar por completo a la PCR convencional. Esto
debido al mayor costo monetario de los equipos e insumos utilizados en g-PCR. Ademas,
porque la PCR convencional es por ahora imprescindible en las técnicas de secuenciacion
genética, no asi el g-PCR, por lo que su uso por ahora es mas acotado al area cientifica y de

investigacion.

De igual forma, se han empleado otras pruebas de tipo molecular basadas en la PCR, que
pueden ser de utilidad para diferenciar cepas dentro de una misma especie, para establecer

relaciones filogenéticas, realizar analisis epidemioldgicos, etc. Estas pruebas cuentan con
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grados variables de especificidad y sensibilidad, brindan resultados rapidamente y en
algunos casos son de desarrollo relativamente sencillo. Sin embargo, por ahora son mas
bien técnicas utilizadas por laboratorios especializados, o0 dentro del ambito de la
investigacion y algunas de ellas pueden carecer de reproducibilidad (Levisohn y Kleven,
2000).

La técnica de polimorfismo de longitud de los fragmentos de restriccion (PCR-RFLP) fue
usada para diferenciar las cepas vacunales F y ts-11 de MG, utilizando enzimas de
restriccion, en muestras provenientes de reproductoras y de ponedoras comerciales (Carrion
et al., 2012). Un par de estudios realizados por Charlton y colaboradores, utilizaron la
técnica de amplificacion aleatoria del DNA polimorfico (RAPD-PCR), para evidenciar las
diferencias o similitudes entre cepas de referencia, cepas vacunales y entre aislados de
campo pertenecientes a distintas compafiias, mediante el desarrollo de patrones de bandas
generados a través de un PCR que utiliza partidores de secuencia aleatoria (Charlton et al.,
1999; Charlton et al., 1999b). También se describe en un estudio realizado en Brasil, la
utilizacion del RAPD-PCR, en conjunto con otra técnica Illamada electroforesis en gel de
campo pulsado (PFGE) para analizar la relacion genética que existe entre cepas de
referencia, cepas vacunales y aislados de campo de MG (Mettifogo et al., 2006).

A pesar de que estas técnicas pueden ser muy Utiles para analizar relaciones
epidemioldgicas, e identificar de forma répida la variabilidad genética de los aislados,
pueden tener desventajas, como son la falta de reproducibilidad, la necesidad de contar con
cultivos puros, o la dificil interpretacion de los resultados, como es el caso de RAPD
(Mettifogo et al., 2006; Kleven y Bradbury, 2008) o técnicas muy laboriosas que requieren

mucho tiempo como es el caso de PFGE (Mettifogo et al., 2006).

Asimismo, se han descrito técnicas de hibridacion con sondas especificas de DNA, para

detectar MG o MS, en muestras provenientes de pollo y también de pavos, e incluso en
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muestras tomadas desde gansos y patos de traspatio (Fernandez et al., 1993; Kleven y
Bradbury, 2008; Sprygin et al., 2010).

Diferentes estudios, han logrado secuenciar genéticamente parte del DNA de MG o de MS.
Moalic y colaboradores lograron identificar la presencia de Mycoplasma pullorum en
pavos, una especie que hasta el momento no ha sido reconocida como patégenas para aves
comerciales (Moalic et al., 1997). Por su parte, Hong y colaboradores, utilizaron la
secuenciacion genética del gen vIhA para tipificar cepas de referencia de MS, aislados de
MS de ponedoras comerciales y muestras clinicas extraidas desde filtros de papel FTA®
(Hong et al., 2004).

A pesar de las ventajas que brindan las pruebas moleculares, Kempf (1998), advierte que
estas no deben reemplazar totalmente a las pruebas serolégicas, que han sido el método
convencional de diagnostico. Especialmente en el caso del diagnéstico de la infeccion por
MG o MS en pollitos de un dia de edad. El diagnostico deberia basarse en métodos
serologicos, ya que los anticuerpos maternales se pueden encontrar en la mayoria de los
pollitos provenientes de lotes de gallinas infectadas con MG o MS, y también debido al
bajo porcentaje de pollitos realmente infectados que puedan alojar a los micoplasmas en su

sistema respiratorio (Kempf, 1998).

Otros estudios apoyan la premisa de utilizar mas de una herramienta diagndstica para
evaluar y confirmar la infeccion de MG y MS en lotes de aves de produccion. Ewing y
colaboradores, proponen utilizar las pruebas seroldgicas, principalmente la técnica de
ELISA como prueba de screening en los lotes de aves, mientras que la técnica de PCR seria
adecuada como prueba confirmatoria de los resultados anteriormente obtenidos. Incluso
cuenta con ventajas por sobre el cultivo y aislamiento bacteriano, ya que la PCR brinda
resultados en mucho menor tiempo, también por sobre las técnicas seroldgicas, ya que se ha
visto que bajo algunas situaciones, las aves pueden presentar una respuesta inmune

retardada, en las que se ha demostrado mediante la prueba de PCR, estar infectadas con MS
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(Ewing et al., 1996; Ewing et al., 1998). Por su parte, otros autores proponen directamente
utilizar la aglutinacion sérica répida (RSA) como screening y la PCR como prueba
confirmatoria de los resultados obtenidos (Ehtisham-ul-Haque et al., 2010). Mientras que
Feberwee y colaboradores, después de realizar un estudio que compard las técnicas de
cultivo y aislamiento bacteriano, PCR vy las pruebas seroldgicas de SPA, IHA y ELISA,
para diagnosticar la infeccion por MG y MS, llegaron a la conclusion de que no es
aconsejable confiar completamente en un solo sistema de prueba, sino mas bien, se
aconseja complementarlos, que cada prueba seleccionada a utilizar debe evaluarse en
condiciones de campo y en directa relacion con los objetivos: deteccion de infeccion
general (screening), deteccion temprana (lotes de reproductoras) o deteccion de infecciones

cronicas (aves de postura) (Feberwee et al., 2005).

Diagnostico diferencial

La infeccion por MG en aves puede ser diferenciada de otras enfermedades respiratorias,
pero generalmente produce evidencia clinica solo cuando se presenta en conjunto con
infecciones respiratorias como la enfermedad de Newcastle (NDV), bronquitis infecciosa
(IBV) o Escherichia coli. Cuando se presentan en conjunto, se les conoce como Sindrome
Respiratorio Crénico (CRD). Otras enfermedades, como el coriza infeccioso (Avibacterium
paragallinarum) y el coélera de los pollos (Pasteurella multocida) también pueden
confundirse con una infeccién de MG, pero estos pueden ser identificados y diferenciados

mediante cultivo y aislamiento bacteriano (Raviv y Ley, 2013).

MG es capaz de causar bursitis esternal y lesiones en articulaciones, por lo que se puede
confundir con infeccién por MS. Del mismo modo, MS es capaz de comprometer el
sistema respiratorio, por lo que también tiende a confundirse con una infeccién por MG u
otros agentes que presentan signologia respiratoria (Ferguson-Noel y Noormohammadi,

2013). Las infecciones por MS y MG puede estar actuando solas o en conjunto. Para
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diferenciarlas, es til la aplicacion de pruebas seroldgicas y de identificacion del agente
(Raviv y Ley, 2013).

Una especie menos conocida de micoplasma: Mycoplasma imitans, puede producir
reacciones seroldgicas cruzadas con MG (Bradbury et al., 1993), esto debido a que ambos
poseen una estrecha relacion filogenética. Sin embargo, pueden ser diferenciados usando
técnicas moleculares (Harasawa et al., 2004; Bradbury et al., 1993; Kempf, 1998; Garcia et
al., 2005). Ademas, M. imitans, por ahora no ha sido reportado en aves de corral (Salisch et
al., 1998; Garcia et al., 2005). Ha sido aislado solamente de gansos, patos, perdices y aves
acuaticas (Harasawa et al., 2004; Bradbury et al., 1993; Kempf, 1998; Garcia et al., 2005).

El diagnostico presuntivo de MS, puede ser hecho en base al diagnostico clinico, cuando se
presenta debilidad de patas, bursitis esternal, aumento de volumen de almohadillas
plantares o de articulacion tarso metatarsiana. Bacterias como Staphylococcus aureus,
Escherichia coli, pasteurellas y salmonelas, pueden ser causa primaria de sinovitis o artritis.
Estas pueden ser diferenciadas de MS mediante procedimientos bacteriologicos. (Ferguson-

Noel y Noormohammadi, 2013).

El diagndstico diferencial para agentes causantes de sintomatologia a nivel articular, como
es el caso de reovirus, que produce la artritis viral, puede ser diferenciado de MS por
diagnostico clinico si se presentan lesiones tales como la fibrosis de los tendones extensor
metatarsal o del flexor digital, e infiltracion linfocitica del miocardio. Ademas, el suero de
pollos infectados con tendosinovitis viral no aglutina el antigeno de MS, pero hay que tener
en cuenta que ambos agentes podrian estar actuando en conjunto, por lo que la reaccion de
aglutinacion evidencia la presencia de MS, pero no descarta la presencia de reovirus

(Ferguson-Noel y Noormohammadi, 2013).
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Estrategias de Control

El control de la infeccion producida por MG y MS en aves de corral puede ser
obtenido a través de distintas estrategias, estas son: a) la erradicacion de la infeccion, b)
mediante los programas preventivos de vacunacion, o c) el tratamiento de la enfermedad
(Charlton et al., 1999).

a. Erradicacion de la infeccién.

Debido a que MG y MS pueden ser transmitidos al huevo, la mantencion de lotes
comerciales libres de infeccion sélo es posible a partir de poblaciones reproductoras
libres de MG y de MS y a continuacidn, criarlos con un nivel de bioseguridad adecuado
para evitar la introduccién de estos, u otros microorganismos (Raviv y Ley, 2013;
Ferguson-Noel y Noormohammadi, 2013).

Para mantener la condicion de libertad de infeccién, se puede optar por la
participacion en los programas de control de micoplasmosis aviar existentes en
distintos paises. Siendo el primero, el plan de mejoramiento avicola creado en Estados
Unidos de América (USA). Posteriormente vendrian otros, como es el caso del existente en

Chile, que se hace efectivo en el afio 2009.

El Plan Nacional de Mejoramiento Avicola (NPIP) de USA, se establecié en 1935 en
respuesta a una solicitud hecha por la industria avicola, para estandarizar los requisitos para
la cria, transporte y control de enfermedades de las aves de corral en USA. El plan esta
compuesto por programas disefiados para prevenir y controlar la diseminacion de

enfermedades de las aves y la transmisidn a los huevos. La fuerza impulsora detras de esta
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peticion fue una serie de eventos que comienza con el descubrimiento de Salmonella

pullorum y posteriormente de Salmonella gallinarum (Holzbauer, 2004).

Con el escenario existente en esos afios en Estados Unidos, de una gran demanda por
desarrollar pollos libres de Salmonella pullorum y Salmonella gallinarum. Algunos
Estados, comenzaron individualmente a formular sus propios programas de pruebas para
identificar poblaciones libres de enfermedades. Pronto se hizo evidente que era necesario
un programa a nivel nacional para definir criterios y terminologias, por lo que en el afio
1935 nace el NPIP (Holzbauer, 2004).

Posteriormente, en el afio 1943 se crea el Programa Nacional de Mejoramiento de Pavos
(NTIP), tras el hallazgo de Mycoplasma gallisepticum como causa de la Enfermedad
Respiratoria Crénica en pollos y la plueropneumonia-like (PPLO) en los pavos, que
produjeron grandes pérdidas econOmicas por decomiso de carnes que presentaban
aerosaculitis. Ademas se da a conocer la capacidad de MG de ser transmitido por via
ovarica. Es por esto que en el afio 1965 MG es integrado al NTIP y en el afio 1966 es
integrado al NPIP (Andn., 1984).

Posteriormente, en el afio 1970, el NPIP y el NTIP fueron combinados en un solo
programa, conservando el nombre de “Plan Nacional de Mejoramiento Avicola”. En el afio
1974, cuando se descubre que Mycoplasma synoviae es el agente etioldgico de la sinovitis
infecciosa en pollos y de los pavos y que también puede ser transmitido al huevo, es
afiadido como parte del Plan. A continuacion, en 1983, Mycoplasma meleagridis se afiade
al NPIP como una enfermedad de control en lotes de pavos reproductores (Anon., 1984).

El NPIP es un programa de cooperacion Estado-Federal-Industrial. En cada estado, el plan

es administrado por un organismo oficial del Estado, en cooperacion con el Departamento
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de Agricultura de los Estados Unidos (USDA). En la actualidad, el NPIP tiene programas
de control de Salmonella pullorum, Salmonella gallinarum, Salmonella enteritidis, MG,
MS y MM (Holzbauer, 2004).

Algunos de los progresos logrados con este plan, expuestos en su libro publicado en el
aniversario nimero 50 del plan de mejoramiento avicola, sefialan que frente al control de
MG en lotes de pavos reproductores, desde el afio 1966, en que se integra MG como parte
del plan, de un total de 1649 lotes testeados, 8,7% de los lotes fueron positivos (143 lotes),
mientras que en el afio 1980, esta cifra disminuye a un 0,15% (un lote positivo de un total
de 652). En reproductores broilers, en el afio 1970, de un total de 1070 lotes muestreados,
el 5,1% fueron positivos a MG (55 lotes), versus solo un 0,23% de positivos en el afio
1980 (tres lotes de 1310). En cuanto al decomiso de pollos por aerosaculitis, los valores
habrian disminuido considerablemente desde la puesta en marcha del plan y méas aun con la
introduccion de MG y MS (Anon., 1984).

En el afio 2004, el SAG, en conjunto con la Asociacion de Productores Avicolas de Chile
(APA), form6 una alianza estratégica para formar el “Proyecto Nacional de Vigilancia
Epidemioldgica de Enfermedades de aves™, el objetivo de este programa fue implementar
un sistema de vigilancia epidemioldgica de enfermedades exoticas (Influenza aviar y
Enfermedad de Newcastle) y evaluar la situacion sanitaria nacional de la Bronquitis
infecciosa nefropatogénica, entre otras cosas. Entrando en vigencia en marzo del 2004, con
una duracion de cuatro afios (Servicio Agricola y Ganadero, 2005).

En el afio 2008, el proyecto fue modificado, con el fin de incorporar la vigilancia de
Salmonella gallinarum, S. pullorum, salmonelas paratificas, Mycoplasma gallisepticum, M.
synoviae y M. meleagridis en planteles destinados a la produccion de carne como respaldo

a la certificacion sanitaria de exportacion. Junto a lo anterior, el proyecto incluye la
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acreditacion de laboratorios universitarios y privados para el diagnostico de Salmonella y
Mycoplasma (Servicio Agricola y Ganadero 2008; Servicio Agricola y Ganadero 2009b).

Es asi que durante el afio 2009, entra en vigencia el Programa Oficial de Control de
Mycoplasma sp. que forma parte del Programa de Vigilancia Epidemiologica, a cargo de
la Divisién de Proteccion Pecuaria del SAG. Este puede ser aplicado de forma voluntaria
en los distintos estratos de aves comerciales, pero es aplicado de forma obligatoria en
planteles PABCO, poniendo énfasis en estratos de abuelas broilers y reproductoras broiler y

pavos (Servicio Agricola y Ganadero, 2009a).

Las cifras entregadas por los informes de sanidad animal publicados por el SAG
anualmente, revelan que MS sigue siendo el micoplasma predominante en Chile y que MG
y MM estan ausentes a nivel de los estratos de abuelas y reproductoras broilers asi como en

reproductoras de pavos comerciales (Servicio Agricola y Ganadero, 2014a).

Algunas de las medidas a tomar frente a la confirmacion de lotes de abuelas y
reproductoras positivas a MG, que establece el Programa Oficial de Control de
Mycoplasma sp. son las siguientes: a) Exclusion del lote para efectos de certificacion de la
exportacion de huevos fértiles y aves de un dia para la comercializacion. b) Las aves de un
dia, provenientes de lotes de abuelas o reproductoras que hayan sido despachadas a otras
unidades, deberan ser chequeadas serol6gicamente para asegurar que no hubo transmision
vertical. ¢) Establecimiento de una cuarentena predial permitiendo la salida, solamente de
huevos fértiles con destino a plantas de incubacién de la empresa afectada y se
recomendara la eliminacion del lote de aves. La salida de aves sélo tendra por destino una

planta faenadora o una planta de rendering.
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Debido a que la densidad de la poblacion de aves de corral han aumentado en los
ultimos afios, se vuelve un factor de riesgo para la bioseguridad de los planteles, por
lo que la mantencion de las aves de corral como libres de MG y MS puede ser dificil.
Es por esto que, una apropiada terapia antimicrobiana puede ser utilizada para reducir
la morbilidad, mortalidad y las pérdidas en produccion (Raviv y Ley, 2013; Ferguson-Noel
y Noormohammadi, 2013). La vacunacion puede ser una opcién en algunas situaciones, sin

embargo, en Chile, la vacunacién contra la micoplasmosis aviar no esta autorizada.

b. Vacunacion:

En paises en que la vacunacion esta autorizada, existen distintas vacunas comerciales
disponibles en el mercado. Es el caso de la cepa vacunal F, la cepa 6/85 y la cepa ts-11 que

protegen contra MG (Levisohn y Kleven, 2000).

La cepa vacunal F, es una cepa relativamente suave, se utiliza en complejos de mdultiples
edades para reducir las pérdidas de produccion de huevos causado por MG. Mientras que
en pollos broiler, es capaz de brindar cierta proteccion contra la aerosaculitis. La cepa F

puede ser transmitida a través de los huevos y de ave a ave (Raviv y Ley, 2013).

La cepa 6/85 posee poco o nada de transmisibilidad horizontal. En los Estados Unidos, se
ha utilizado principalmente para la prevencion de pérdidas en la produccion de huevos en

gallinas comerciales (Raviv y Ley, 2013).

La cepa vacunal ts-11 tiene un minimo o ninguna virulencia para pollos y pavos y se puede
transmitir de un ave a otra. También ha sido utilizada principalmente para la prevencion de
pérdidas en la produccion de huevos (Raviv y Ley, 2013).
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En cuanto a MS, existe una bacterina inactivada en emulsion de aceite, disponible a nivel
comercial. También se ha utilizado una cepa vacunal viva sensible a la temperatura, MS-H,
que ha logrado demostrar ser eficaz en la reduccidn de las anomalias apicales de la cascara
de huevo causada por la infeccion de MS. Ha sido utilizada en Australia y en otros paises,
pero no cuenta con licencia en Estados Unidos ni en Chile (Ferguson-Noel y
Noormohammadi, 2013).

c. Tratamiento:

MG y MS han demostrado sensibilidad in vitro e in vivo a varios antimicrobianos,
incluyendo  macrolidos,  tetraciclinas y  fluoroquinolonas  (tilosina, tiamulina,
lincomicina, tetraciclina,  oxitetraciclina, danofloxacina, enrofloxacina) pero es
inherentemente resistente a las penicilinas u otros antibidticos que actian mediante la
inhibicién de la biosintesis de la pared celular (Raviv y Ley, 2013; Ferguson-Noel y

Noormohammadi, 2013).

Los antimicrobianos se han utilizado para el tratamiento de enfermedades respiratorias y
para reducir las pérdidas de produccion de huevos y la transmision hacia los embriones.
Pueden reducir la gravedad de los signos clinicos y las lesiones producidas por MG y por
MS y han demostrado ser Utiles para la prevencién de aerosaculitis o sinovitis, producida
por MS, pero el tratamiento de lesiones existentes es menos eficaz. Es capaz de reducir
significativamente las poblaciones de MG y MS en el tracto respiratorio, pero no son
capaces de eliminar la infeccion del lote (Raviv y Ley, 2013; Ferguson-Noel y
Noormohammadi, 2013). Del mismo modo, un estudio realizado en Holanda, demostrd
que el uso de oxitetraciclina en gallinas infectadas con MS, produjo una disminucién
momentanea en la postura de huevos con anomalias de céscara, sin embargo, la presencia

de MS persistié a nivel de oviducto (Feberwee et al., 2009).
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I11.  OBJETIVO GENERAL

Implementar un protocolo de Reaccion de la Polimerasa en Cadena como herramienta

diagndstica de la micoplasmosis aviar en Chile.

IV. OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Demostrar la capacidad de un protocolo de PCR, en el reconocimiento molecular

de cepas de referencia de Mycoplasma gallisepticum y Mycoplasma synoviae.

2. ldentificar el DNA de Mycoplasma gallisepticum y Mycoplasma synoviae, en
muestras de campo de gallinas ponedoras, provenientes de un plantel

seroldgicamente positivo a Mycoplasma gallisepticum y Mycoplasma y synoviae.

V. MATERIALES Y METODOS

1. Materiales:

1.1 Muestras de referencia y muestras de campo de MG y MS:

1.1.1  Cepas estandar como referencia para la identificacion molecular del
DNA de MG y MS:

Se empled la cepas A5969 de Mycoplasma gallisepticum y la cepa WVU1853 de
Mycoplasma synoviae, elaborados para fines diagnosticos por el Laboratorio
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Nacional de Servicios Veterinarios (NVSL) del Servicio de Inspeccién de Sanidad
Agropecuaria (APHIS), del Departamento de Agricultura de los Estados Unidos
(USDA), debidamente autorizados por el SAG, del Ministerio de Agricultura de
Chile.

1.1.2  Muestras de campo para deteccion molecular del DNA de MG y MS:

Se tomaron torulas con exudado traqueal obtenidas desde gallinas de postura,
pertenecientes al sector Los Espinos, que forma parte de una granja de produccion
de huevos de consumo, compuesta por 8 sectores y que alojaba alrededor de

110.000 gallinas en produccidn, establecida en la comuna de Quilpué, Chile.

En un estudio anterior, la granja demostré porcentajes variables de seropositividad
a MG y a MS, mediante la prueba de ELISA, en los distintos sectores que la
componen (Castillo, 2015).

1.2 Equipamiento:

Termociclador “MaxiGene I, Axygen Biosciences

Centrifuga para microtubos “Heraeus Megafuge 16R”, Thermo Scientific
Vortex “SuperMixer Cat. N°1291”, Lab-line Instruments

Gabinete de bioseguridad Clase I1-A2 con luz UV, LabTech

Bafo de agua termoregulado, MRC Scientific Instruments
Espectrofotémetro con luz UV, Biowave DNA

Camaras de electroforesis “Gel Box Midiplus”, Select Bioproducts
Fuente de poder “BioVolt 300V”, Select Bioproducts

Transiluminador UV “MD-20 312 nm”, Wealtec
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1.3 Reactivos y fungibles:

Kit de extraccion y purificacion de DNA “NucleoSpin® Tissue”, Macherey-Nagel
H.O libre de nucleasas grado biologia molecular, HyClone Thermo Scientific

10X Tampédn para PCR, RBC Biosciences

Desoxiribonucleotidos trifosfato (ANTP’s) 10 Mm, RBC Biosciences

Partidor Forward para MG o para MS 2 umoles/ul, Integrated DNA Technologies
Partidor Rerverse para MG o para MS 2 umoles/ul, Integrated DNA Technologies
Taq DNA polimerasa 5 U/ul, RBC Biosciences

Agarosa LE en polvo, grado biologia molecular, Axygen Biosciences

Buffer TAE 1X.

“Gel Red” para tincion de acidos nucleicos 10000X en DMSO, Biotium

Marcador de pares de bases “GeneRuler 100 bp DNA ladder” 0,5ug/ul, Fermentas
Buffer de corrida “DNA 6X loading dye”, Fermentas

Micropipetas 0,1-2,5 ul, 2-20 pl, 5-50 pl, 100-1000 pl, 1000-5000 pl, AccumaxPro
Térulas de algodon estériles

Buffer fosfato salino (PBS)

Tubos plésticos de transporte de muestras “Vacuum tube”, BD Vacutainer.
Microtubos libres de DNAsa/RNAsa 200 ul y 1,5 ml, Biologix Research Company
Guantes de latex desechables libres de polvo, Top Globe

Puntas desechables para pipetas, libres de DNAsa, RNAsa y de pirdgenos, de 0,5-10
ul, 1-200 pul y 50-1000 pl, Axygen Scientific

1.4 Partidores:

Las secuencias de los partidores para MG y para MS fueron previamente disefiados por

Lauerman (1993; 1998) y corresponden a fragmentos especificos de la secuencia del

gen RNAr 16S. Estos fueron sintetizados por Integrated DNA Technologies IDT, a una

concentracion de 25 nmoles cada oligonucle6tido. Las secuencias son las siguientes:
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- Para Mycoplasma gallisepticum:
MGI14F: 5’-GAG-CTA-ATC-TGT-AAA-GTT-GGT-C-3’

MG13R: 5’- GCT-TCC-TTG-CGG-TTA-GCA-AC-3’

- Para Mycoplasma synoviae:
MS-F: 5’-GAG-AAG-CAA-AAT-AGT-GAT-ATC-A-3’

MS-R: 5’-CAG-TCG-TCT-CCG-AAG-TTA-ACA-A-3’

2. Métodos:

2.1  Obtencién de las muestras de campo.

Se recolectaron muestras de secrecion traqueal, segun lo especificado por Lauerman y
colaboradores (1993), introduciendo una térula de algodon en el extremo superior de la
traquea, rotandolas suavemente para extraer la mayor cantidad de material posible. Las
muestras fueron obtenidas desde gallinas de postura vivas, provenientes de un lote de aves
sanas. Sin embargo, cuando fue posible, se seleccionaron aves que presentaran algin signo

clinico que sugiriera el curso de un cuadro de tipo respiratorio.

La muestra estaba constituida por un pool de cuatro térulas, las que se introdujeron en
tubos plasticos con tapa. Para su conservacion se les agregé como medio de transporte un
ml de Buffer Fosfato Salino (PBS) a cada tubo y fueron trasladadas al laboratorio en un
contenedor con hielo. En total, se conté con un nimero de 50 muestras para ser analizadas

mediante PCR para MG y para MS.
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2.2 Procedimiento de laboratorio.

El estudio se llevé a cabo en el Laboratorio de Patologia Aviaria, del Departamento de
Patologia Animal, de la Facultad de Ciencias Veterinarias y Pecuarias, de la Universidad de
Chile.

Las muestras de campo fueron recibidas en el laboratorio. En primera instancia, se
mantuvieron las torulas en el interior de los tubos durante 24 horas, inmersas en el medio
de transporte PBS a una temperatura de 4°C. Transcurrido ese tiempo, fueron llevadas a un
vOrtex a maxima velocidad, durante 20 segundos. Luego, en el interior del gabinete de
bioseguridad, las térulas fueron descartadas y el fluido fue depositado en tubos de
microcentrifuga de 1,5 ml. El material se mantuvo congelado a una temperatura de -20°C

hasta el momento de su uso.

Se realizd un paso de extraccion y purificacion del DNA gendémico de las cepas de
referencia de MG y de MS y del DNA presente en las muestras de campo, utilizando un kit
disponible en el mercado. A continuacion, se desarroll6 la técnica de PCR para la
identificacion del DNA de MG y MS (Lauerman et al., 1993; Lauerman, 1998; Kleven y
Bradbury, 2008). Finalmente, se realizd la electroforesis en gel de agarosa para visualizar

con luz ultravioleta los productos de PCR (Lauerman et al., 1993).

2.2.1. Extraccion y purificacion de DNA de Mycoplasma gallisepticum y

Mycoplasma synoviae.

La fase de extraccién y purificacion del DNA genémico de MG y MS se realizé utilizando
el kit comercial “NucleoSpin® Tissue”, de Macherey-Nagel. El procedimiento se desarrollo

segun las recomendaciones del fabricante, detallado a continuacion:
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Para la lisis de las muestras: Se obtuvo una alicuota de 100 pl de cada una de las muestras,
las que se depositaron individualmente en tubos de microcentrifuga. A cada una de las
muestras se les agregd 180 ul de Buffer T1 y 25 ul de solucion de proteinasa K. Luego se
agitaron cada uno de los tubos para mezclarlos y se incubaron en un barfio termorregulado a
56°C durante 15 minutos. A continuacion, se agitaron las muestras y se les agrego a cada
una 200 ul de Buffer B3, agitando vigorosamente cada uno de los tubos e incubandolos

nuevamente en el bafio termorregulado a 70°C durante 10 minutos.

Para la retencion del DNA en las membranas: Se agregdé 210 ul de etanol 96% a cada
muestra y se agitaron vigorosamente. Para cada una de las muestras se utilizé una columna
NucleoSpin® Tissue con membrana de silica dentro de un tubo de recoleccion y se
incorpor6 cada muestra completamente dentro de la columna. Las muestras fueron
centrifugadas durante un minuto a 11.000 xg, luego se descarté el contenido filtrado a
través de la membrana junto con el tubo de recoleccion de cada una, poniendo las columnas

en nuevos tubos de recoleccion.

Para el lavado del DNA retenido en las membranas: Para el primer lavado se afiadié 500 pl
de Buffer BW a cada muestra, las que se centrifugaron durante un minuto a 11.000 xg,
descartando el filtrado. Para el segundo lavado, se agregaron 600 ul de Buffer B5 a las
muestras y se centrifugaron durante un minuto a 11.000 xg, descartando nuevamente el

filtrado. A continuacion, se centrifugaron en seco durante 1 minuto a 11.000 xg.

Para la elucion del DNA puro: Se depositaron cada una de las muestras contenidas en las
columnas NucleoSpin® Tissue en tubos de microcentrifuga de 1,5 ml, se agreg6 a cada una
de ellas 100 pl de Buffer BE. Se incubaron a temperatura ambiente durante un minuto,
luego se centrifugaron durante un minuto a 11.000 xg. De esta forma, cada una de las
muestras fue purificada y permanecen contenidas en tubos de microcentrifuga en estado de

congelacién hasta el momento de su uso.

43



2.2.2 Determinacion de la concentracion y pureza del DNA de

Mycoplasma gallisepticum y Mycoplasma synoviae.

Para conocer la concentracion y pureza del DNA total de cada cepa de referencia y de las
muestras de campo, se prepar6 una dilucion de 1:100 en agua libre de nucleasas y se midid
la absorbancia a 260nm y 280nm en un espectrofotometro con luz UV.

2.2.3 Reaccion de la Polimerasa en Cadena para amplificar un
fragmento de DNA del gen RNAr 16S de Mycoplasma

gallisepticum y Mycoplasma synoviae.

En primer lugar, se desarroll6 la PCR para las cepas de referencias de MG y MS, con los
controles negativos correspondientes. A continuacion, se evalud la especificidad de las
pruebas, utilizando la cepa de referencia WVU1853 de MS en conjunto con los partidores
especificos para MG y luego la cepa de referencia A5969 de MG en conjunto con los
partidores especificos para MS. Posteriormente, se puso en practica la técnica en las

muestras de campo obtenidas de gallinas ponedoras.

Para cada prueba de PCR realizada a las cepas de referencia y a las muestras de campo, se
prepar6 una mezcla de reaccion para un nuamero determinado de muestras, el cual
contempl6: un control positivo que llevaba el templado de DNA de la cepa de referencia
correspondiente, un control negativo para MG o MS segln corresponda (en cuyo caso, el
volumen de templado de DNA es reemplazado por H,O libre de nucleasas), en caso de las

muestras de campo, el nimero total de las muestras a analizar.

Ambas mezclas, para MG y para MS se realizaron de forma independiente, debido a que

los partidores son especificos para cada uno de ellos y no deben interferir unos con otros.

44



Es preciso sefialar que el niUmero de muestras a trabajar para cada PCR, se fijo en funcion
de la capacidad de la cdmara de electroforesis, que corresponde a un méaximo de 14
muestras. Todo el proceso fue desarrollado en un area limpia y utilizando un juego de

micropipetas exclusivas para tal fin.

Para la preparacion de la mezcla de reaccion de PCR de 45 pl cada una, se agrego lo
siguiente: 35,75 pl de H,O libre de nucleasas; 5,0 pl de tampon para PCR 10X; 1,0 ul de
dNTP’s 10 mM; 0,5 ul de partidor forward para MG o MS 2 pumoles/ul; 0,5 ul de partidor
reverse para MG o MS 2 umoles/ul; 0,25 ul de taq DNA polimerasa 5 U/ul; 2,0 pl de
MgCl, 50 Mm. En cada tubo individual de microcentrifuga se alicuotaron 45 ul de la
mezcla de reaccion para PCR y luego se agregaron 5 pl de la muestra sospechosa de campo
o del control positivo, segin corresponda. En el caso de los controles negativos, los 5 ul de
la muestra se sustituyeron por 5 pl de H,O libre de nucleasas (Lauerman et al., 1993;
Lauerman, 1998; Kleven y Bradbury, 2008).

Luego, cada uno de los tubos fueron llevados al termociclador con el siguiente programa:

a) Un paso de desnaturalizacion de la doble hebra de DNA a 94°C durante 30 segundos, b)
un paso de hibridacion de los partidores a 57°C durante 30 segundos, ¢) un paso de
extension de las hebras simples con los desoxiribonucledtidos trifosfato a 72°C durante 60
segundos. Todo esto corresponde a un ciclo, de modo que se realizaron 40 ciclos
consecutivos como el recién mencionado. Por Gltimo, un ciclo de extension final a 72°C

durante cinco minutos.

Finalizados todos los ciclos, se mantuvieron los productos de PCR a -20°C para ser

trabajados posteriormente.
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2.2.4 Electroforesis en gel de agarosa al 2%.

Para una matriz de gel que rinde 14 muestras a analizar, se utiliz6 un gramo de agarosa en
polvo y 50 ml de Buffer TAE 1X, esta mezcla se agitd y luego se fundid. Se agregé 2,5 pl
de gel red a la solucion, para luego dejar solidificar a temperatura de refrigeracién por
aproximadamente 40 minutos. Una vez solido el gel, se instald6 en la camara de

electroforesis y se cubrio por completo con Buffer TAE 1X.

Para corroborar el peso molecular de las bandas formadas, se utilizé un patron o escala de
pares de bases, disponible comercialmente, el cual se incorporé en el primer pocillo del gel
de electroforesis, junto a las muestras a evaluar. En el caso del patron o escala de pares de
bases seleccionado para este estudio, éste genera bandas de 100, 200, 300, 400, 500, 600,
700, 800, 900 y 1000 pb.

Cada una de las cepas de referencia, muestras de campo y controles positivos y negativos,
fueron mezclados cinco pul de producto de PCR con un pul de buffer de tincion de corrida
DNA 6X. Cada una de estas muestras se dispuso a partir del segundo pocillo, a
continuacidn de la escala de pares de bases. Luego, se sometio el gel a una diferencia de
potencial de 80 Voltios durante 40 minutos (Lauerman et al., 1993). Transcurrido el
tiempo, se examind el gel de agarosa al transiluminador ultravioleta y se tomo registro

fotografico de los resultados.

Para los partidores utilizados en este estudio, los productos de PCR para MG deberian
presentar como resultado una banda de 185 pb (Kleven y Bradbury, 2008), los productos de
PCR para MS deberian presentar como resultado una banda de 207 pb (Buim et al., 2009;
Lauerman, et al., 1993).
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VI. RESULTADOS

1. Ensayo de la técnica de PCR en cepas de referencia de Mycoplasma gallisepticum y

de Mycoplasma synoviae.

1.1. Reconocimiento molecular de las cepas de referencia de Mycoplasma

gallisepticum y de Mycoplasma synoviae.

Se utilizaron las cepas de referencia A5969 de Mycoplasma gallisepticum y WVU1853 de

Mycoplasma synoviae, para demostrar la identificacion del DNA de ambas bacterias.

De acuerdo a lo que sefiala Espinosa (2007), para considerar valida la prueba de PCR, se
deben cumplir dos propdsitos: En primer lugar, los controles positivos de MG y MS deben
mostrar una banda de amplificacion del peso molecular correspondiente. En segundo lugar,

los controles negativos, que no llevan templado de DNA, no deben mostrar bandas.

Los resultados se ven reflejados en la Figura Nro. 1, donde se muestra la imagen de la
electroforesis en gel de agarosa al 2%, para los productos de PCR de MG y MS. Los
controles positivos evidencian bandas de amplificacién, que coinciden con el peso
molecular sefialado en la literatura, que corresponde a 185 pb para MG (Kleven y
Bradbury, 2008) (carril n°5) y 207 pb para MS (Buim et al., 2009; Lauerman, et al., 1993)
(carril n°6). Tanto la banda de 185 pb (MG) como la banda de 207 pb (MS), coinciden con

el marcador de peso molecular (carril n°1).

Los controles negativos de la prueba de PCR para MG (carril n°2) y para MS (carril n°3),
que evaltan las cepas de referencia, no evidencian bandas de amplificacion, descartando

de este modo una posible contaminacion de la mezcla de reaccion.
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Marcador
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Marcador
100 pb

Banda Banda
185 pb 207 pb

Figura Nro. 1: Reaccion de la polimerasa en cadena para las cepas de referencia A5969 de
MG y WVU1853 de MS. Carril n°1: Escala de 100 pares de bases; Carril n°5: Control
positivo MG cepa A5969; Carril n°6: Control positivo MS cepa WVU1853; Carril n°2:

Control negativo MG; Carril n°3: Control negativo MS.

1.2. Especificidad de la prueba de PCR para Mycoplasma gallisepticum y

Mycoplasma synoviae.

Para poner a prueba la especificidad de ambas pruebas de PCR, se realizd un intercambio
entre los templados de DNA de MG y de MS y las mezclas de reacciéon de PCR, que
utilizan partidores especificos para cada bacteria. Esto, con el objetivo de descartar una
posible reaccién cruzada entre los partidores de una bacteria, frente al DNA de la bacteria

contraria.
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1.2.1. Especificidad de la prueba de PCR para MG: DNA de MS vs
partidores especificos para MG:

En la Figura N°2 A, se muestran los resultados de la prueba de reaccion cruzada para
evaluar la técnica de PCR para MG. Se puede apreciar en los carriles n°2 y n°5, los
controles positivos de la reaccion (DNA de MG cepa A5969/partidores para MG) que
reflejan una banda de amplificacion de 185 pb. En el carril n°3 se puede apreciar los
resultados de la prueba de reaccion cruzada que utiliza el templado de DNA de MS, frente a
la mezcla de reaccion de PCR, que lleva los partidores especificos para MG, en la cual no
se visualizan bandas de amplificacion. Lo que esté evidenciando que no se produciria una
reaccion cruzada entre MG y MS, tal como se describe en la literatura consultada (Garcia et
al., 2005). A continuacion, en el carril n°4, se puede ver el control negativo de la reaccién
(mezcla de reaccion con partidores para MG, sin templado de DNA), que no refleja bandas

de amplificacion.

1.2.2. Especificidad de la prueba de PCR para MS: DNA de MG vs

partidores especificos para MS:

En la Figura N°2 B, se muestran los resultados de la prueba de reaccion cruzada para
evaluar la técnica de PCR para MS. Se puede apreciar en los carriles n°6 y n°9, los
controles positivos de la reaccién (DNA de MS cepa WVU1853/partidores para MS) que
reflejan una banda de amplificacion de 207 pb. En el carril n°7, se puede apreciar los
resultados de la prueba de reaccion cruzada que utiliza el templado el DNA de MG, frente a
la mezcla de reaccion de PCR, que lleva los partidores especificos para MS, en la cual no se
visualizan bandas de amplificacion. Lo que estd evidenciando que no se produciria una
reaccion cruzada entre MG y MS, tal como se describe en la literatura consultada
(Lauerman et al., 1993). A continuacion, en el carril n°8, se puede ver el control negativo
de la reaccion (mezcla de reaccion con partidores para MS, sin templado de DNA), que no
refleja bandas de amplificacion.
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Marcador
200 pb

Marcador
100 pb

Banda Banda
185 pb 207 pb

Figura Nro. 2: A. Especificidad de la prueba de PCR para MG: Carril n°1: Escala de 100
pb; Carril n°2 y Carril n°5: Controles positivos MG cepa A5969; Carril n°3: Prueba de
reaccion cruzada MG (Antigeno MS/partidores MG); Carril n°4: Control negativo MG (sin
templado de DNA); B. Especificidad de la prueba de PCR para MS: Carril n°6 y Carril
n°9: Controles positivos MS cepa WVU1853; Carril n°7: Prueba de reaccion cruzada MS
(Antigeno MG/partidores MS); Carril n°8: Control negativo MS (sin templado de DNA).

2. Ensayo de la técnica de PCR en muestras de campo de gallinas ponedoras,
para el reconocimiento molecular del DNA de Mycoplasma gallisepticum y

Mycoplasma synoviae.

Una vez que las cepas de referencia de MG y MS pudieron ser reconocidas por la técnica
de PCR implementada, se procedié a ensayar la técnica en muestras de campo, tomadas

desde gallinas ponedoras.

Se conocia previamente que los lotes de aves de postura muestreados, pertenecian a un
plantel que habia sido descrito como positivo a MG y a MS, segin un estudio serolégico
que emple6 la prueba de ELISA (Castillo, 2015). Las aves muestreadas eran

productivamente sanas, sin embargo, cuando fue posible, para aumentar la posibilidad de
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identificar el DNA de MG y de MS, se seleccionaron aves que presuntamente mostraban
signos respiratorios, como aparente conjuntivitis o secrecion nasal leve. No obstante, el

numero de aves sospechosas no superaba el 5% del total de aves muestreadas.

Se indican a continuacion los resultados de la prueba de PCR para MG y de la prueba de
PCR para MS de las muestras de campo. En la Tabla Nro. 1 se especifica la procedencia y

numero de identificacion de cada una de las muestras de campo.

2.1. PCR para Mycoplasma gallisepticum.

- De las 50 muestras de torulas tragueales tomadas, un total de 24 muestras (48%)
fueron positivas a la prueba de PCR para a Mycoplasma gallisepticum,
evidenciando una banda de 185 pb, aproximadamente, tal como sefiala la
bibliografia consultada (Kleven y Bradbury, 2008).

- 26 muestras (52%) no presentaron bandas de amplificacion, resultando negativas a
la prueba de PCR para Mycoplasma gallisepticum.

2.2. PCR para Mycoplasma synoviae.

- De las 50 muestras de torulas traqueales tomadas, un total de 6 muestras (12%)
fueron positivas a la prueba de PCR para a Mycoplasma synoviae, evidenciando una
banda de 207 pb, aproximadamente, tal como sefiala la bibliografia consultada
(Lauerman et al., 1993; Buim et al., 2009).
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- 44 muestras (88%) no presentaron bandas de amplificacion, resultando negativas a

la prueba de PCR para Mycoplasma synoviae.

De las muestras mencionadas, dos de ellas (4% del total de muestras) fueron positivas
simultaneamente a Mycoplasma gallisepticum y a Mycoplasma synoviae (muestra n® 17 y

muestra n°31).

En el Anexo N°1 se pueden consultar las imagenes digitales de los geles de electroforesis
de las pruebas de PCR para MG, realizadas a las muestras de campo. En el Anexo N°2 se
pueden consultar las imagenes correspondientes a los geles de electroforesis de las pruebas
de PCR para MS.
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Tabla Nro. 1: Resultados de las muestras de torulas traqueales de gallinas ponedoras,
sometidas a la prueba de PCR para Mycoplasma gallisepticum y Mycoplasma synoviae. Se
indica el numero de identificacion de cada una de las muestras, el pabellon de procedencia,

y la edad de las aves que componen cada pabellon.

Numero de Edad Resultado Resultado
identificacion de la Pabell6n alaPCR alaPCR
(semanas)
muestra para MG para MS
Los Espinos 6 77 Negativo Negativo
Los Espinos 6 77 Negativo Negativo
Los Espinos 6 77 Negativo Negativo
Los Espinos 6 77 Negativo Positivo
Los Espinos 6 77 Negativo Negativo
Los Espinos 6 77 Negativo Positivo
Los Espinos 6 77 Negativo Positivo
Los Espinos 6 77 Negativo Positivo
Los Espinos 6 77 Negativo Negativo
Los Espinos 4 85 Negativo Negativo
Los Espinos 4 85 Negativo Negativo
Los Espinos 4 85 Negativo Negativo
Los Espinos 4 85 Negativo Negativo
Los Espinos 4 85 Negativo Negativo
Los Espinos 4 85 Negativo Negativo
Los Espinos 4 85 Negativo Negativo
Los Espinos 4 85 Positivo Positivo
Los Espinos 4 85 Negativo Negativo
Los Espinos 4 85 Negativo Negativo
Los Espinos 4 85 Negativo Negativo
Los Espinos 2 93 Positivo Negativo
Los Espinos 2 93 Positivo Negativo
Los Espinos 2 93 Positivo Negativo
Los Espinos 2 93 Positivo Negativo
Los Espinos 2 93 Positivo Negativo
Los Espinos 2 93 Positivo Negativo
Los Espinos 2 93 Positivo Negativo
Los Espinos 2 93 Positivo Negativo
Los Espinos 2 93 Positivo Negativo
Los Espinos 2 93 Positivo Negativo
Los Espinos 3 94 Positivo Positivo
Los Espinos 3 94 Positivo Negativo
Los Espinos 3 94 Positivo Negativo
Los Espinos 3 94 Positivo Negativo
Los Espinos 3 94 Positivo Negativo
Los Espinos 3 94 Positivo Negativo
Los Espinos 3 94 Positivo Negativo
Los Espinos 3 94 Positivo Negativo
Los Espinos 3 94 Positivo Negativo
Los Espinos 3 94 Positivo Negativo
Los Espinos 4 95 Positivo Negativo
Los Espinos 4 95 Negativo Negativo
Los Espinos 4 95 Positivo Negativo
Los Espinos 4 95 Negativo Negativo
Los Espinos 4 95 Negativo Negativo
Los Espinos 4 95 Positivo Negativo
Los Espinos 4 95 Negativo Negativo
Los Espinos 4 95 Negativo Negativo
Los Espinos 4 95 Negativo Negativo
Los Espinos 4 95 Negativo Negativo

iy
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VII. DISCUSION

Un estudio chileno realizado por Castillo (2015), presento valores de prevalencia de MG y
de MS en una empresa de aves de postura de maltiples edades —la misma empresa en la
cual se tomaron las muestras de campo para el presente estudio-, utilizando la prueba
serologica de ELISA para MG y para MS. Segun lo expuesto por el autor, el estudio
demostrd que en la medida que aumentaba la edad de las aves, aumentaba la prevalencia de
MG y de MS. En las aves pertenecientes al grupo etario mas joven se encontrd un 44,6% de
seropositividad a MG y un 36,7% de seropositividad a MS, mientras que en el grupo etario

mas maduro, se encontrd una prevalencia de 70,1% para MG y un 94% para MS.

El trabajo de Castillo (2015), fue realizado tres afios atras, por lo tanto, las aves
muestreadas en dicho estudio corresponden a una poblacion diferente. Sin embargo,
compartieron un ambiente comun, segin lo que han documentado los estudios y
bibliografia consultada, en una granja de postura de multiples edades, se ve favorecida la
recirculacion de patdgenos desde las aves mas viejas hacia las mas jovenes, de modo que la
infeccion de MG y MS se vuelve endémica (Ewing et al., 1996; Raviv et al., 2007; Raviv y
Ley, 2013). Es por esto que MG y MS deberian permanecer en la granja a través del
tiempo, a causa del contacto directo e indirecto entre las aves que comparten un mismo

ambiente y espacio geogréfico.

En el presente estudio, se seleccionaron distintos pabellones del sector Los Espinos, el cual,
durante el periodo de muestreo, estaba integrado por gallinas de 77 a 95 semanas de edad,
al término de su ciclo productivo. Esto permitio ensayar la técnica de PCR implementada,
sobre muestras de campo, de las cuales parte de ellas resultaron ser positivas, logrando
identificar el DNA de MG en el 48% de las muestras y el DNA de MS en el 12% de las

muestras. EI 4% de las muestras resultaron ser positivas simultaneamente a MG y a MS.
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El estudio de prevalencia realizado por Castillo (2015) reflejo una prevalencia general de
52,8% para MG y 71,1% para MS en el plantel de estudio. Estos valores de prevalencia, al
igual que otros valores presentados en la bibliografia consultada (Mohammed et al., 1986;
Buim et al., 2009; Servicio Agricola y Ganadero, 2014a), sefialan que de los distintos
micoplasmas patdgenos que infectan a las aves, es MS el que presenta valores mas altos de
prevalencia, superando a MG. Dichos numeros se contraponen a los encontrados en este
estudio, por lo que debemos sefialar que el objetivo de este trabajo fue implementar una
técnica diagnostica en cepas de referencia, y luego reproducirla en muestras obtenidas de
campo. Para cumplir con los objetivos, de forma voluntaria se tom6 muestras en un sector
puntual del plantel, donde se considerd6 que pudiera haber mayor prevalencia de la
infeccion, por lo que el muestreo fue dirigido a los sectores de aves mas viejas. En ningun
caso se realiz6 un muestreo aleatorio como seria lo indicado para un estudio de tipo
estadistico, de tal manera que los nimeros obtenidos (24 muestras positivas a MG y 6
muestras positivas a MS) de ninguna forma representan la prevalencia real de la
micoplasmosis en el plantel avicola. Sin embargo, pese a esto, se ha logrado cumplir con
los objetivos del estudio, que fue implementar la técnica de PCR a partir de cepas de

referencia y posteriormente sobre muestras de campo.

Mohammed y colaboradores, en un estudio realizado en gallinas de postura comerciales
utilizando la prueba de ELISA, indican que se pueden presentar distintos porcentajes de
prevalencia de la infeccion de MG y MS, los cuales varian de acuerdo a diferentes factores
de riesgo asociados, como son la edad, medicacion con antibiéticos, manejo bajo sistema
de edades multiples y presencia de infecciones simultaneas. En las 103 granjas de pollitas y
ponedoras adultas evaluadas (representativo de una poblacion de 2,9 millones de aves de
postura) la prevalencia de MG vario entre un 10 y un 90%, mientras que la prevalencia para
MS fluctuo entre un 20 y un 100%. Ademas, los autores sefialan que la mayoria de los lotes
de aves estudiados, no presentaron signologia de tipo respiratoria, lo que puede ser
explicado por las variaciones en patogenicidad que presentan las distintas cepas de MG
(Mohammed et al., 1986).
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Los datos presentados por Mohammed y colaboradores (1986), reflejan que se puede
encontrar valores de prevalencia de la infeccion de MG y MS altos, intermedios o bajos,
sin necesariamente encontrar signologia asociada. De igual forma que ocurrié en los lotes
de gallinas muestreados en el presente estudio, los cuales pertenecian a un sector especifico
de la granja, compuesto por una poblacion de aves clinica y productivamente sanas. Esto se
pudo constatar en los indices productivos (porcentaje de postura, consumo de alimento,
peso corporal, peso de huevo, etc. datos no mostrados) que figuraban en los registros
internos de la empresa. Ademas, los factores de riesgo asociados al manejo realizado en el
plantel, no fueron considerados en este estudio, por lo que podria haber alguna influencia
de ellos sobre la prevalencia esperada de MG y de MS, actuando de manera incierta sobre
los resultados obtenidos en nuestro estudio, logrando de alguna forma registrar mas casos

positivos de infeccion producida por MG.

Segun el estudio de Lauerman y colaboradores, la PCR para MS mostrd una sensibilidad de
82% y fue capaz de amplificar el DNA de MS a partir de muestras con una carga bacteriana
equivalente a 100 unidades formadoras de colonias (UFC) (Lauerman et al., 1993). Este
punto resulta ser especialmente importante en casos en que la micoplasmosis se vuelve
cronica, ya que los patdgenos tienden a desaparecer del tracto respiratorio alto, haciéndose
mas dificil su deteccion. Si eventualmente la carga bacteriana fuera menor a lo requerido
por la prueba diagnostica, no se puede descartar la posibilidad de ocurrencia de resultados
falsos negativos. La bibliografia sefiala que en estados agudos de la infeccién son
suficientes las torulas de traquea o seno palatino de 10 a 20 aves vivas para recuperar el
organismo, mientras que en etapas cronicas de la enfermedad pueden ser requeridos 30 a
100 muestras para identificarlo (Ferguson-Noel y Noormohammadi, 2013). De acuerdo a
estas recomendaciones se decididé tomar un nimero de 50 muestras, compuestas cada una
por cuatro torulas, lo que representa un total de 200 gallinas, aumentando la posibilidad de
deteccion del DNA de micoplasmas aviares a nivel de campo.
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Igualmente, se ha descrito que la especificidad de las pruebas de PCR que amplifican
fragmentos de la secuencia del gen que codifica el RNAr 16S es alta, segin Lauerman y
colaboradores (1993) puede llegar al 100%. En su estudio se puso a prueba distintas
especies de micoplasmas aviares para verificar la posibilidad de reaccion cruzada entre
ellas. El resultado del estudio de Lauerman mostré que no ocurrian reacciones cruzadas

entre MS y las 44 cepas y especies distintas analizadas, incluyendo MG.

Una dificultad que presenta la prueba de PCR, es que para la obtencidon de resultados
correctos, el procedimiento y la manipulacion de los reactivos y de los materiales debe ser
cuidadoso y preciso, ya que se trabaja con reactivos sensibles a los cambios de temperatura
y con volumenes reducidos. Por ejemplo, la desnaturalizacion de la enzima Taq polimerasa
es un punto critico durante el desarrollo de la prueba, es extremadamente sensible a la
temperatura y necesita ser mantenida dentro de compartimentos que la protejan de la
descongelacion. Segun Espinosa (2007), cualquier error en el procedimiento, deterioro o
falta de alguno de los constituyentes (acidos nucleicos, enzima o buffers) imposibilitaran la
reaccion, invalidando los resultados. Es por esto que se recomienda el uso de los controles
positivos y negativos de la reaccién, los cuales no impediran errores o mal desarrollo de la
técnica, pero si haran evidente que hubo una falla. Un control positivo que no presente
banda de amplificacion de DNA, reflejara que hubo algln error u omision de un reactivo o
del templado de DNA. Mientras que un control negativo con presencia de bandas reflejara
la presencia de contaminacion con DNA durante el proceso de la prueba. Si falla uno o

ambos controles, se invalidaran automaticamente los resultados obtenidos.

Segun lo sefialado por Belak y Thorén (2008), el diagnéstico de las enfermedades
infecciosas puede ser realizado mediante la deteccion directa o indirecta de los agentes
infecciosos. Mediante los métodos directos se puede identificar el agente infeccioso per se,
0 parte de sus componentes, como los acidos nucleicos o proteinas estructurales. Dentro
ellos se puede mencionar: el aislamiento y cultivo in vitro, inmunofluorescencia y las

técnicas de diagnostico molecular como la PCR. Por otro lado, los métodos indirectos no
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buscan el agente infeccioso como tal, sino mas bien, demuestran que en un momento dado,
hubo contacto con el agente, a través de la manifestacion de la respuesta inmune o de la
presencia de anticuerpos especificos inducidos posterior a la infeccion. Los métodos mas
comunes de deteccion indirecta de los agentes infecciosos son los métodos serologicos de

ELISA indirecto, inhibicién de la hemoaglutinacion, o neutralizacion del virus.

De acuerdo a lo recién mencionado, la posibilidad de encontrar anticuerpos especificos
contra MG o MS, indica que en algin momento, reciente o remoto, hubo contacto entre el
individuo y el patdgeno especifico, el cual podria no estar presente en el momento en que
se realice el anélisis serologico. De modo que podriamos encontrar serologia positiva, al
mismo tiempo que pruebas de identificacién directa con resultados negativos. Tal como
ocurrio en un estudio realizado por Yagihashi y Tajima (1986). En este estudio se vio que
los anticuerpos presentes en la secrecion extraida del tracto respiratorio de pollos white
leghorn fueron capaces de prevenir la colonizacion del aparato respiratorio por parte de
MG. Un grupo de pollos re-infectados con MG (infectados por segunda vez con la misma
cepa) aumentaron, o mantuvieron titulos altos de anticuerpos especificos contra MG
(medidos a través de la prueba de ELISA, IHA y aglutinacion en tubo). Al mismo tiempo
que presentaron tasas significativamente menores de aislamiento de la bacteria (14 dias post
infeccion, una de cada cinco aves re-infectadas era positivo para MG, mientras que los

cinco aves infectadas por primera vez fueron positivos para MG).

Las condiciones ambientales existentes en un plantel de gallinas de postura de multiples
edades —donde la infeccion por MG y MS es considerada endémica— y las aves son
constantemente desafiadas por estos y otros patdgenos, la re-infeccion de las aves con MG
y MS es permanente. La experiencia presentada por Yagihashi y Tajima (1986) refleja la
posibilidad de encontrar resultados contrapuestos, de acuerdo al tipo de prueba diagndstica
utilizada. Por lo mismo, seria conveniente compatibilizar distintos tipos de pruebas
diagnosticas, a fin de lograr una mejor perspectiva de la situacion. Las pruebas seroldgicas,

si bien no evidencian la presencia in situ del agente infeccioso, representan una herramienta
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mas accesible para ser utilizada en poblaciones numerosas y pueden ser empleadas como
prueba de screening. Mientras que una prueba de tipo directo, como es el caso de la PCR,
pueden ser aplicadas a un numero mas reducido de muestras y ser utilizado como prueba
confirmatoria. En consecuencia, ambas técnicas pueden complementarse, brindando cada
una sus atributos: mayor facilidad en el desarrollo de la prueba, menor costo econémico,
rapidez en la obtencion de resultados, aplicacion masiva o restringida, mayor sensibilidad o
especificidad requerida y segun los objetivos que esperamos lograr a través del diagndstico

realizado (estudio de prevalencia o eliminacidn de aves reproductoras positivas).

59



VIII. CONCLUSION

Fue posible implementar en el Laboratorio de Patologia Aviaria, de la Universidad de
Chile, la técnica de PCR para identificar el DNA de Mycoplasma gallisepticum y de
Mycoplasma synoviae, a partir de las cepas de referencia A5969 y WVU1853,

respectivamente.

Posteriormente, la técnica de PCR implementada fue capaz de identificar el DNA de
Mycoplasma gallisepticum y de Mycoplasma synoviae proveniente de muestras de campo

obtenidas desde un lote de gallinas de postura.
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X. ANEXOS

Anexo Nro. 1: Electroforesis en gel de agarosa al 2%, sometida al transiluminador Ultra
Violeta. En las imagenes se muestran las bandas de los amplicones del fragmento del gen
RNA ribosomal 16S de Mycoplasma gallisepticum, cuyo peso molecular es de 185 pb.
Cada grupo de muestras de campo son acompafiados por sus correspondientes controles

negativos y positivos.

Marcador
200 pb Banda
185 pb
Marcador
100 pb

Figura Nro. 3: Reaccion de la Polimerasa en Cadena para Mycoplasma gallisepticum de
las muestras 1 — 6.

Carril n°1: Escala de 100 pb; Carril n°2: muestra 1; Carril n°3: muestra 2; Carril n°4:
muestra 3; Carril n°5: muestra 4; Carril n°6: muestra 5; Carril n°7: muestra 6; Carril n°8:

Control Negativo; Carril n°9: Control Positivo Mycoplasma gallisepticum cepa A5969.
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Marcador Banda
200 pb 185 pb
Marcador Banda
200 pb 185 pb

Figura Nro. 4: Reaccion de la Polimerasa en Cadena para Mycoplasma gallisepticum de

las muestras 7 — 20.

Fila superior: Carril n°1: Escala de 100 pb; Carril n°2: muestra 10; Carril n°3: muestra 11;
Carril n°4: muestra 12; Carril n°5: muestra 13; Carril n°6: muestra 14; Carril n°7: muestra
15; Carril n°8: muestra 16; Carril n°9: Control Negativo; Carril n°10: Control Positivo

Mycoplasma gallisepticum cepa A5969.

Fila inferior: Carril n°11: Escala de 100 pb; Carril n°12: muestra 17 (Positiva); Carril
n°13: muestra 18; Carril n°14: muestra 19; Carril n°15: muestra 20; Carril n°16: muestra 7;
Carril n°17: muestra 8; Carril n°18: muestra 9; Carril n°19: Control Negativo; Carril n°20:

Control Positivo Mycoplasma gallisepticum cepa A5969.
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Marcador Banda
200 pb 185 pb
Marcador Banda
200 pb 185 pb

Figura Nro. 5: Reaccién de la Polimerasa en Cadena para Mycoplasma gallisepticum de

las muestras 21 — 35.

Fila superior: Carril n°1: Escala de 100 pb; Carril n°2: muestra 21 (Positiva); Carril n°3:
muestra 22 (Positiva); Carril n°4: muestra 23 (Positiva); Carril n°5: muestra 24 (Positiva);
Carril n°6: muestra 25 (Positiva); Carril n°7: muestra 26 (Positiva); Carril n°8: muestra 27
(Positiva); Carril n°9: Control Negativo; Carril n°10: Control Positivo Mycoplasma

gallisepticum cepa A5969.

Fila inferior: Carril n°11: Escala de 100 pb; Carril n°12: muestra 28 (Positiva); Carril
n°13: muestra 29 (Positiva); Carril n°14: muestra 30 (Positiva); Carril n°15: muestra 31
(Positiva); Carril n°16: muestra 32 (Positiva); Carril n°17: muestra 33 (Positiva); Carril
n°18: muestra 34 (Positiva); Carril n°19: muestra 35 (Positiva); Carril n°20: Control

Positivo Mycoplasma gallisepticum cepa A5969.
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Marcador Banda
200 pb 185 pb
Marcador Banda
200 pb 185 pb

Figura Nro. 6: Reaccion de la Polimerasa en Cadena para Mycoplasma gallisepticum de

las muestras 36 — 50.

Fila superior: Carril n°1: Escala de 100 pb; Carril n°2: muestra 36 (Positiva); Carril n°3:
muestra 37 (Positiva); Carril n°4: muestra 38 (Positiva); Carril n°5: muestra 39 (Positiva);
Carril n°6: muestra 40 (Positiva); Carril n°7: muestra 41 (Positiva); Carril n°8: muestra 42;
Carril n°9: Control Negativo; Carril n°10: Control Positivo Mycoplasma gallisepticum cepa
A5969.

Fila inferior: Carril n°11: Escala de 100 pb; Carril n°12: muestra 43 (Positiva); Carril
n°13: muestra 44; Carril n°14: muestra 45; Carril n°15: muestra 46 (Positiva); Carril n°16:
muestra 47; Carril n°17: muestra 48; Carril n°18: muestra 49; Carril n°19: muestra 50;

Carril n°20: Control Positivo Mycoplasma gallisepticum cepa A59609.
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Anexo Nro. 2: Electroforesis en gel de agarosa al 2%, sometida al transiluminador Ultra
Violeta. En las imagenes se muestran las bandas de los amplicones del fragmento del gen
RNA ribosomal 16S de Mycoplasma synoviae, cuyo peso molecular es de 207 pb. Cada
grupo de muestras de campo, son acompafados por sus correspondientes controles

negativos y positivos.

Marcador
200 pb Banda
207 pb
Marcador
100 pb

Figura Nro. 7: Reaccion de la Polimerasa en Cadena para Mycoplasma synoviae de las

muestras 1 — 6.

Carril n°1: Escala de 100 pb; Carril n°2: muestras 1; Carril n°3: muestra 2; Carril n°4:
muestra 3; Carril n°5: muestra 4 (Positiva); Carril n°6: muestra 5; Carril n°7: muestra 6
(Positiva); Carril n°8: Control Negativo; Carril n°9: Control Positivo Mycoplasma synoviae
cepa WVU1853.
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Marcador Banda
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Figura Nro. 8: Reaccion de la Polimerasa en Cadena para Mycoplasma synoviae de las

muestras 7 — 20.

Fila superior: Carril n°1: Escala de 100 pb; Carril n°2: muestra 10; Carril n°3: muestra 11;
Carril n°4: muestra 12; Carril n°5: muestra 13; Carril n°6: muestra 14; Carril n°7: muestra
15; Carril n°8: muestra 16; Carril n°9: Control Negativo; Carril n°10: Control Positivo

Mycoplasma synoviae cepa WVU1853.

Fila inferior: Carril n°11: Escala de 100 pb; Carril n°12: muestra 17 (Positiva); Carril
n°13: muestra 18; Carril n°14: muestra 19; Carril n°15: muestra 20; Carril n°16: muestra 7
(Positiva); Carril n°17: muestra 8 (Positiva); Carril n°18: muestra 9; Carril n°19: Control

Negativo; Carril n°20: Control Positivo Mycoplasma synoviae cepa WVU1853.
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Figura Nro. 9: Reaccion de la Polimerasa en Cadena para Mycoplasma synoviae de las

muestras 21 — 35.

Fila superior: Carril n°1: Escala de 100 pb; Carril n°2: muestra 21; Carril n°3: muestra 22;
Carril n°4: muestra 23; Carril n°5: muestra 24; Carril n°6: muestra 25; Carril n°7: muestra
26; Carril n°8: muestra 27; Carril n°9: Control Negativo; Carril n°10: Control Positivo

Mycoplasma synoviae cepa WVU1853.

Fila inferior: Carril n°11: Escala de 100 pb; Carril n°12: muestra 28; Carril n°13: muestra
29; Carril n°14: muestra 30; Carril n°15: muestra 31 (Positiva); Carril n°16: muestra 32;
Carril n°17: muestra 33; Carril n°18: muestra 34; Carril n°19: muestra 35; Carril n°20:

Control Positivo Mycoplasma synoviae cepa WVU1853.
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Figura Nro. 10: Reaccion de la Polimerasa en Cadena para Mycoplasma synoviae de las

muestras 36 — 50.

Fila superior: Carril n°1: Escala de 100 pb; Carril n°2: muestra 36; Carril n°3: muestra 37;
Carril n°4: muestra 38; Carril n°5: muestra 39; Carril n°6: muestra 40; Carril n°7: muestra
41; Carril n°8: muestra 42; Carril n°9: Control Negativo; Carril n°10: Control Positivo

Mycoplasma synoviae cepa WVU1853.

Fila inferior: Carril n°11: Escala de 100 pb; Carril n°12: muestra 43; Carril n°13: muestra
44; Carril n°14: muestra 45; Carril n°15: muestra 46; Carril n°16: muestra 47; Carril n°17:
muestra 48; Carril n°18: muestra 49; Carril n°19: muestra 50; Carril n°20: Control Positivo

Mycoplasma synoviae cepa WVU1853.
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