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INTRODUCCION

Si bien se han logrado importantes avances en el diagnéstico y control mediante
vacunas y medicacion estratégica, la Micoplasmosis Aviar (MA) producida por
Mycoplasma gallisepticum (Mg) y Mycoplasma synoviae (Ms), continla siendo
considerada como una de las principales enfermedades relacionadas a pérdidas
econdémicas en la produccion avicola. El diagndstico temprano de esta enfermedad asi
como la interpretacién de los resultados de las pruebas diagndsticas, son de suma
importancia a la hora de tomar medidas de control acertadas en una explotacién avicola.

El control de esta enfermedad genera muchas controversias entre los expertos y
técnicos avicolas. En la mayoria de los paises las leyes son muy rigurosas y exigen la
eliminacion de los planteles de abuelas y reproductoras positivas a Mg y Ms. En otros solo
exigen la eliminacién de los planteles positivos a Mg teniendo en cuenta la alta capacidad
de difusion y prevalencia del Ms y su “baja patogenicidad”, en términos generales. No
obstante, muchos paises permiten la vacunacion de reproductoras y dejan la decision del
sacrificio en manos de los productores, especialmente cuando se trata de integraciones
cerradas. Al final de esta presentacion se compartiran las ideas propias para un control
practico de estos agentes.

Caracteristicas especiales de los Micoplasmas.

Los micoplasmas son microorganismos muy simples en su estructura que
carecen de pared celular y otros elementos de resistencia como capsulas, cilias, esporas
o plasmidos. No obstante son excelentes parasitos ya que se adhieren a las superficies
las mucosas por largos periodos de tiempo o penetran en las células epiteliales donde
sobreviven y dividen para luego colonizar otras células (Ley, 2003). Estos mecanismos de
sobrevida sumado a la capacidad bien estudiada por varios investigadores de variar sus
antigenos principales de superficie (Levishon et al., 1995; Noormohammadi et al., 1997),
explican la capacidad de evadir el sistema inmune del ave y asi persistir en los tejidos de
la misma aun cuando estas posean una respuesta inmune fuerte. Esto podria también
explicar las reacciones serolégicas atipicas encontradas en los lotes de aves infectados.
La expresion de antigenos especificos podria ser importante en la produccion de
antigenos para el monitoreo serolégico y para la expresion de virulencia (Kleven, 1998).



Diagnéstico de laboratorio:
Aislamiento e identificacion.

El aislamiento de estos microorganismos a partir de la siembra en medios sélidos y
liquidos especiales, de hisopados traqueales o articulares de aves sospechosas, es la
herramienta mas segura y precisa para el diagnéstico (Frey et al., 1968; Yoder, 1975). A
pesar de no ser dificil el aislamiento de estas especies a partir de aves en estado agudo
de la enfermedad, se requiere un cierto entrenamiento para lograrlo debido a la
complejidad de los medios de cultivo, la presencia de micoplasmas saprofitos en las
muestras como también bacterias contaminantes. Por otro lado, la obtencion de sueros
hiperinmunes y reactivos para la identificacion de las cepas aisladas es otra dificultad a
tener en cuenta. Las posibilidades de aislamiento disminuyen cuando las aves han
superado el proceso agudo de la enfermedad. En estos casos los hisopados traqueales
son mas efectivos para lograr el aislamiento de Ms ya que estos permanecen poco
tiempo viable en las articulaciones. Si bien la siembra en caldo es mas sensible es
preferible realizar inoculaciones directamente sobre placas con medio sélido a fin de evitar
el crecimiento de contaminantes y cepas saprofitas que inhiben el desarrollo de los
micoplasmas patdégenos en los medios liquidos. Las colonias de Mg y Ms desarrollan a
partir de 3 0 4 dias de incubacion a 37°C en camara humeda a diferencia de los saprofitos
que lo hacen entre 24 y 48 hs. Las colonias presentan la forma caracteristica de “huevos
fritos” a la observacion con lupa x30 con un tamafo entre 1 a 3 mm, dependiendo de la
cantidad y adaptacion al medio.

La técnica mas rapida, sensible y especifica para la identificacion de los
aislamientos es la inmunofluorescencia directa sobre las colonias aisladas (Baas et al.,
1972; Delgiudice et al., 1983). Actualmente esta técnica estd siendo reemplazada por la
de PCR a partir de la suspension de colonias sospechosas debido a la dificultad de
obtener los conjugados de inmunofluorescencia para Mg y Ms.

Interpretacion de los resultados.

Con solo obtener un aislamiento de Mg o Ms de varias muestras analizadas, todo
el lote de aves es considerado positivo. Dependiendo de la experiencia del laboratorio, el
no aislamiento de cepas del 100% de las muestras analizadas puede no deberse a una
real negatividad del lote ya que hay que tener en cuenta todas las variables que afectan el
aislamiento mencionadas anteriormente.

Diagnéstico serolégico.

Las pruebas seroldgicas siguen siendo las mas empleadas debido a su facilidad
de realizacion, rapidez y costo. Es importante recordar que estas son técnicas “indirectas”
de diagnéstico cuyos resultados deben interpretarse en forma poblacional y teniendo en
cuenta otros datos del lote (plan de vacunacion de las reproductoras, uso de antibidticos,
signos clinicos, lesiones macroscopicas, datos zootécnicos, edad de los animales, tipo de
explotacion, etc.). Las técnicas mas empleadas siguen siendo la seroaglutinacion rapida
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en placa (SAR), el inmunoensayo (ELISA) y la inhibicidon de la hemoaglutinacién (HI). En
general se considera que una sola de estas pruebas no es suficiente para un diagnéstico
definitivo sino que se complementan en su sensibilidad y especificidad (NPIP, 2009).

La SAR continta siendo la técnica mas empleada mundialmente por su costo,
facilidad y rapidez de realizacion. Su mayor ventaja es la alta sensibilidad permitiéndole
detectar bajos titulos de anticuerpos, principalmente IgM y en forma temprana (7 a 10 dias
postinfeccion). Sin embargo tiene inconvenientes de especificidad ya que puede dar
reacciones falsas positivas con sueros de aves vacunadas con bacterinas oleosas o con
infecciones de estafilococos y estreptococos (Glisson et al., 1984). En esos casos se debe
hacer tratamiento térmico a los sueros (descomplementar) en Bafo de Maria a 56°C por
30 minutos y diluirlos en PBS (las reacciones inespecificas desaparecen en diluciones del
suero de 1/10). Se ha reportado una muy buena sensibilidad y especificidad en esta
técnica en estudios epidemioldgicos realizados en Inglaterra (Bradbury, 2003). Sin
embargo existen reportes de sueros negativos (titulo < 1:5) pero positivos a HI (Nacimento
et al.,, 1999). También es comun observar reacciones cruzadas suaves en sueros
positivos a Ms hacia Mg pero en forma tardia, como asi también con Mycoplasma imitans
(Mi), especie que comparte un alto grado de correlacion antigénica con Mg (Bradbury et
al., 1993). Los antigenos comerciales disponibles son pocos y varian en cuanto a su
sensibilidad y especificidad. Lamentablemente estos escasean en algunos paises y por
periodos. En nuestro laboratorio hemos observado en varias oportunidades un aumento
de reacciones inespecificas con algunas partidas de antigeno. Esto lo hemos podido
solucionar aumentando el tiempo de agitacion de los mismos antes de realizar las
pruebas y agregando siempre un suero control negativo y uno positivo. Por estas razones
esta técnica es generalmente empleada como prueba tamiz o “’screening” para la
deteccidon de muestras positivas las cuales deben ser luego confirmadas por una técnica
serologica de mayor especificidad como el test de ELISA o la prueba de HI. En la
actualidad esta técnica se emplea como monitoreo de rutina cada 2 meses en los
planteles de aves reproductoras o abuelas y los lotes positivos son luego evaluados por
técnicas moleculares como PCR.

La IgM permanece aproximadamente entre 8 y 12 semanas en sangre, por lo tanto
no es extrafio observar seronegativizacion de lotes mediante esta técnica en este lapso
de tiempo. Por esta razdn es una técnica util para monitorear lotes de aves positivas que
estén bajo algun plan medicamentoso.

En caso de detectarse un bajo nimero de muestras positivas (10 a 20%) se debe
repetir el muestreo en unas dos semanas. Teniendo en cuenta la alta transmisibilidad de
los micoplasmas, se deberia observar un aumento importante en el porcentaje de
animales positivos lo cual se interpretaria como una infeccién activa dentro del lote y
como negativo si el porcentaje de positividad disminuye o se mantiene igual.

La técnica de ELISA es una técnica muy sensible que detecta IgG, por lo cual es
mas recomendada para el analisis de pollitos de un dia de vida, a los cuales no se
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transfiere IgM materna (Opitiz et al., 1983; Higgins et al., 1986). Existen varios “kits”
comerciales de alta especificidad. Las principales desventajas de esta técnica son su
costo, mayor que para SAR, el requerimiento de equipamiento y personal entrenado y la
deteccidon mas tardia de titulos de anticuerpos (15 a 21 dias). El poder contar con un
rango amplio de titulos de anticuerpos permite, en ciertos casos, establecer un perfil
serolégico para aves vacunadas con cepas vivas contra Mg y/o Ms mediante el monitoreo
constante de los lotes lo cual permite detectar desafios de campo por aumentos
significativos de los titulos de inmunoglobulinas.

La prueba de HI es de muy alta especificidad y se emplea generalmente para
confirmar los resultados de SAR y ELISA (Vandarman et al., 1969). Posee baja
sensibilidad y detecta IgG entre los 15 y 21 dias postinfeccién. En ocasiones pueden
obtenerse falsos negativos debido a la presencia de variantes antigénicas que difieren de
las cepas utilizadas como antigenos en la prueba (Avakian et al., 1988). Su mayor
inconveniente es la escasa disponibilidad de antigenos comerciales y la dificil obtencion
de antigenos caseros con altos titulos hemoaglutinantes, en especial para Ms. Su
conservacion en el laboratorio por largo tiempo es otro serio problema, por lo cual muchos
laboratorios especializados utilizan como antigenos cultivos frescos de 24 hs de
incubacion. La interpretacion de los resultados a cabo de los técnicos requiere mucho
entrenamiento y la correlacién interlaboratorio suele ser baja. Como norma general se
considera a una muestra positiva con un titulo 1:40 y negativa a un titulo < 1:20. Algunos
laboratorios prefieren considerar un amuestra de suero positiva a partir de un titulo = 1:40.
Por los inconvenientes aqui mencionados, sumado a la mayor disponibilidad, sensibilidad
y especificad de los “kits” ELISA y de PCR (Garcia et al., 2005), la prueba de HI se utiliza
menos a nivel mundial.

En un trabajo reciente (Feberwee et al., 2005), se estudié la especificidad y
sensibilidad de estas 3 técnicas seroldgicas, el aislamiento y la técnica de PCR. Los
resultados obtenidos mostraron un alto porcentaje de muestras positivas en los grupos
infectados con cepas homodlogas a las detectadas por las pruebas, y un alto porcentaje de
muestras negativas (100%) en los grupos no infectados o infectados con cepas
heterélogas a las detectadas por las pruebas durante los 35 dias posteriores a la infeccion
mediante la prueba de PCR y aislamiento. Los resultados de las pruebas seroldgicas
empleadas en este estudio muestran que en cualquier prueba seroldgica se puede
esperar un cierto numero de falsos positivos, especialmente cuando se analizan muestras
de aves adultas como las empleadas en este estudio (66 semanas de edad). Aunque se
observé una variacion en el numero de falsos positivos entre varias de las pruebas
serologicas, este estudio muestra que no es aconsejable confiar completamente en una
sola prueba para la deteccion de Mg y Ms.

Interpretacion de la serologia de lotes vacunados.

La principal recomendacién o indicacion de uso de vacunas vivas contra Mg (cepa
F, 6/85 y ts-11) y Ms (MS-H) esta dirigida a aves de postura comercial precisamente
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teniendo en cuenta las dificultades que estas ocasionan en los planes de vigilancia, ya
sea por los mismos productores como por los organismos oficiales de control
epidemioldgico. Sin embargo y a pesar de esto, son muchas las integraciones de aves
livianas y pesadas que estan aplicando alguna de estas vacunas a reproductoras en
areas endémicas de Mg y/o Ms. Si bien es muy dificil poder diferenciar una serologia
positiva por vacunacién de una infeccién de campo, se puede hacer un diagnéstico
presuntivo teniendo en cuenta el tipo de vacuna empleada y las pruebas serologicas
realizadas. En general estas vacunas generan reacciones serologicas pobres o nulas,
siendo la cepa F (100% de positividad entre la 4ta y 6ta semana postvacunacién) y MS-H
(100% positividad entre la 5ta y 6ta semanas PV) las de mayor reaccion seroldgica
seguidas por ts-11 (40% positividad a partir de la 8va semana PV). Normalmente la cepa
6/85 no genera reaccién serologica detectable por ninguna de las técnicas descriptas
(Garcia et al., 2005). En la mayoria de los casos no se detectan reactores por HI y el
ELSIA suele dar reacciones positivas varias semanas PV. Mediante el muestreo seriado
cada 6 semanas, es posible detectar el momento de desafio con cepas de campo en
planteles vacunados correlacionado con un claro aumento de los titulos de ELISA.

Técnicas de biologia molecular.

Estas técnicas estan dirigidas a la deteccion de DNA de Mg y Ms a partir de
secreciones o tejidos de aves sospechosas. La técnica molecular mas empleada en la
actualidad es la de PCR (reaccion en cadena de la polimerasa) fundamentalmente para
los monitoreos de lotes de abuelas y reproductoras por su alta sensibilidad y rapidez
(Lauerman, 1998; Silveira et al., 1996; Garcia et al., 2005). El empleo actual en algunos
laboratorios de técnicas de PCR en tiempo real (Real time-PCR) permite obtener
resultados con alta especificidad en tan solo una hora (Carli et al., 2003). Recientemente
(Callison et al., 2006), se describié el desarrollo y validacién de una prueba de PCR en
tiempo real utilizando una sonda marcada Tagman (por sus siglas en inglés prueba
MGLP) para la deteccién de Mg. La prueba MGLP demostré ser altamente especifica con
un limite de deteccion de 25 copias de DNA por reaccion y un limite de cuantificacion de
100 copias de DNA por reaccion. Esta prueba demostré ser altamente especifica, sensible
y rapida ya que permiti6 detectar y cuantificar copias de DNA directamente de las
muestras clinicas. Una ventaja a tener en cuenta para esta técnica es que muchas veces
se pueden detectar infecciones en forma muy temprana inclusive antes que las aves
seroconviertan.

De todos modos, las técnicas de RFLP, REA y RAPD-PCR (Hong et al., 2005)
siguen presentando una mayor reproducibilidad y especificidad para estudios de
diferenciacion de cepas de campo con fines epidemiolégicos o para diferenciacién de
cepas vacunales con cepas de campo. Sin embargo requieren el aislamiento,
identificacion y purificacion previa de las cepas a estudiar.



CONTROL DE LA ENFERMEDAD

Como se dijo al inicio, el control de estos microorganismos es controversial segun
la interpretacion de cada técnico y de las autoridades de control oficiales. Los principales
paises productores y exportadores mantienen sus planteles de reproductoras libres de
Mg. Sin embargo, el control de Ms es en la actualidad un problema creciente. Debido a su
alta prevalencia a pesar de las altas medidas de bioseguridad, muchas empresas han
comenzado a aplicar planes de control mediante vacunas vivas y/o programas de
medicacion preventiva. El objetivo no es lograr su erradicacién sino simplemente disminuir
la transmision vertical y los efectos nocivos en la produccién. Existen muy pocos reportes
de erradicacion mediante cualquiera de estos medios. Se ha reportado el desplazamiento
de cepas de campo mediante el uso de vivas vacunas en forma experimental (Kleven et
al, 1998) y un caso de desplazamiento de la cepa F en una granja de postura comercial
mediante la vacunacion con las cepas ts-11 y 6/85 sucesivamente en lotes consecutivos
de aves (Turner et al, 1998). Del mismo modo existe un reporte de erradicacion de Ms
mediante la aplicacién de enrofloxacina y oxitetaciclina (Stanley et al, 2001).

Personalmente he tenido la oportunidad de ver tales resultados en granjas de
reproductoras pesadas de varias edades positivas a Ms en paises de Sudamérica. El
programa estratégico consistido en estos casos en la aplicacion de choques en el alimento
con una asociacion de un antibiético macrdlido con clortetraciclina complejo calcico
basado en el sinergismo observado in vitro para este microorganismo (Cerda et al, 2002).

CONCLUSIONES

El diagnostico laboratorial de micoplasmas aviares continua siendo un tema de
discusion y estudio para los investigadores de todo el mundo. Los estudios recientes
confirman la necesidad de emplear varias de las técnicas aqui desarrolladas para llegar a
un diagnéstico confirmativo conociendo el grado de sensibilidad y especificidad de cada
técnica. El desarrollo de técnicas muy sensibles y especificas como PCR en tiempo real,
cada vez mas al alcance de los productores avicolas, permite vislumbrar una solucién
cercana a todos los problemas de interpretacién de las pruebas serologicas. No obstante,
estas seguiran brindando un aporte fundamental en el monitoreo rapido y econémico de
las parvadas siempre que se conozcan sus limitaciones.

Es absolutamente claro que la situacion ideal es la de mantener los planteles de
reproductoras libres de ambos patdgenos teniendo en cuenta la importancia de la
transmision vertical. Esta deberia ser una condicion indiscutible para proveedores de
progenie de broilers o pollitas comerciales. Sin embargo, ;debe ser esto aplicable
también para las integraciones cerradas? ;Cual seria el fundamento de esta medida
cuando no se aplica a todo el universo de la explotacion avicola, especialmente postura
comercial de edades multiples de muy alta prevalencia de ambos micoplasmas? ;Cual es
el control en aves de traspatio, importantes reservorios de Mg y Ms?

A través de varios afios de experiencia he podido comprobar en repetidas
oportunidades que la gravedad de una infeccion por micoplasmas depende



fundamentalmente de dos aspectos: a) la virulencia de la cepa actuante y b) el manejo de
las aves infectadas. Personalmente pienso que el segundo punto es aun mas importante
ya que cuando se dan excelentes condiciones de bienestar animal y se mantiene una
apropiada integridad del sistema inmune, es posible obtener excelentes resultados
productivos aun ante la presencia de cepas agresivas.

Por lo expuesto, considero que el control de Mg y Ms debe basarse en situaciones
reales del sistema productivo de cada region y no en utopias incumplibles e innecesarias,
sin por ello dejar de trabajar intensamente en las medidas de bioseguridad, manejo y el
uso de antimicrobianos de alta calidad o planes vacunales segun el criterio técnico de
cada explotacion.
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