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RESUMEN

Se determino la prevalencia de anticuerpos a Mycoplasma meleagridis en lotes
de pavos reproductores del Departamento de Lima durante el afio 2007. Se tomaron 400
muestras de sangre al azar pertenecientes a 20 lotes de pavos reproductores mayores a 8
semanas, machos y hembras, provenientes de los distritos de Asia y Chilca. Las
muestras fueron analizadas mediante el ensayo de inmunoabsorcién ligado a la enzima
(ELISA) a fin de determinar la presencia de anticuerpos a Mycoplasma meleagridis. Se
encontraron 3 muestras positivas pertenecientes de 3 lotes diferentes, resultando una
prevalencia de 0.75% + 0.042. El porcentaje de seroreaccion por lote afectado fue de
5%, muy por debajo del esperado en lotes positivos a M. meleagridis. Ademas, las aves
pertenecientes a los lotes positivos no mostraron signos clinicos compatibles con la
enfermedad, por lo que se podria interpretar que los 20 lotes examinados no fueron
expuestos al microorganismo y que estos resultados se deben a reacciones falsas

positivas.
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ABSTRACT

A field study was conducted to determine the prevalence of antibodies against
Mycoplasma meleagridis (MM) in turkey breeder flocks from Lima during 2007. A
total of 400 blood samples were taken from 20 different turkey breeder flocks older than
8 weeks of age, males and females, in the districts of Asia and Chilca. The indirect
enzyme linked immunosorbent assay (ELISA) was used to measure the serum
antibodies against M. meleagridis A total of 3 positive samples were found in 3
different flocks, which represents a prevalence of 0.75% + 0.042. The seroreactivity in
each affected flock was 5%, far lower than expected in MM-infected flocks. Besides,
birds from M. meleagridis positive flocks did not show clinical signs compatible to
those observed in the disease. According to these findings, it’s possible to say that the
20 flocks were not exposed to M. meleagridis and that the positive results may be due to

false positive seroreactions.



l. INTRODUCCION

La micoplasmosis aviar ocurre en una variedad de especies. Los micoplasmas mas
importantes para pollos y pavos son Mycoplasma gallisepticum, M. synoviae y M.
meleagridis. Asimismo, M. iowae es una patdgeno emergente en pavos y en poco

porcentaje para pollos (Nascimento et al, 2005).

Mycoplasma meleagridis es considerado un patégeno especifico de pavos
reproductores y comerciales causando una enfermedad que se transmite principalmente
a través del huevo, cuya lesion primaria es la aerosaculitis tanto en embriones como en
pavos recién nacidos (Whiteman y Bickford, 1996; Chin et al, 2003).

Desde 1958, se conocia que la aerosaculitis en pavos provenientes de huevos
infectados podria estar asociada a un micoplasma diferente a M. gallisepticum (Adler et

al, 1958), hasta que fue designado como M. meleagridis por Yamamoto et al, (1965).

Anaélisis posteriores demostraron que era un patégeno comun en pavos y que tenia
una distribucion mundial. Estudios de prevalencia y transmision fueron realizados en
todo el mundo, llegandose a conocer que M. meleagridis era perpetuado a través del
huevo. Las pérdidas econdmicas atribuidas a baja incubabilidad y tratamiento de huevos

para reducir la infeccion vertical ascendieron a los 9.4 millones de doélares por afio



(Carpenter et al, 1981). Se implementaron programas de erradicacion de lotes

infectados, lograndose una notable disminucién en la prevalencia de la enfermedad.

En el Per(, no existe informacién acerca de su ocurrencia a nivel de planteles de
pavos reproductores o pavos comerciales y no hay trabajos reportados sobre la
prevalencia de la enfermedad en el pais. La presencia de M. meleagridis en el Peru,
representaria una seria amenaza para la industria avicola, ya que afecta a pavos de todas

las edades, sexo y tipo de explotacion.

El presente estudio tuvo como objetivo determinar la prevalencia de anticuerpos a M.
meleagridis en pavos reproductores del Departamento de Lima, donde se concentra el

100% de la poblacion de pavos reproductores de Peru.



Il. REVISION DE LITERATURA

1. ETIOLOGIA

1.1. Clasificacion

Todos los micoplasmas pertenecen a la clase Mollicutes, cuya principal caracteristica
es ser bacterias que carecen de pared celular, lo que las hace resistentes a los
antimicrobianos que actian a ese nivel, tales como la penicilina (Razin, 1983;
Nascimento et al, 2005).

Se les ha considerado como agentes extracelulares, pero hoy en dia se admite que
algunos micoplasmas son parésitos intracelulares obligados, mientras que al resto de

micoplasmas se les considera organismos intracelulares facultativos (Razin et al, 1998).

Mycoplasma meleagridis fue designado como la cepa N (Adler et al, 1958), serotipo
H (Yoder y Hofstad, 1964). Inicialmente se le asocié con otros micoplasmas, pero
fueron Yamamoto et al (1965) quienes propusieron designarla como M. meleagridis sp.

n. debido a sus caracteristicas ecoldgicas y bioldgicas.



1.2. Caracteristicas generales

M. meleagridis es un organismo anaerobio facultativo, que crece a 37-38°C y se
inactiva a 40-42°C (Yamamoto et al, 1965). Por lo general presenta forma esférica, y su
didmetro promedio oscila entre los 200 a 700 nm. (Green y Hanson, 1973; lbrahim y
Yamamoto, 1977b), no fermenta dextrosa (Yamamoto et al, 1965), hidroliza la arginina

y tiene actividad fosfatasa (Jordan, 1983).

Se sugiere que su modo de replicacion es mediante fision binaria (Green y Hanson,
1973). Se presume que primero ocurre una infeccion intracelular y luego el
microorganismo es liberado, formando “microcolonias” para reinfectar otras células y/o

replicarse extracelularmente (Fox y Bigland, 1970).

Se conoce muy poco acerca de su resistencia a agentes fisicos y quimicos (Chin et al,
2003), pero se deduce que es facilmente destruido por factores ambientales y la mayoria
de desinfectantes (Whiteman y Brickford, 1996). En algunos estudios se ha demostrado
que sobrevive en el aire por lo menos seis horas (Beard y Anderson, 1967) y en los
cultivos en agar por lo menos seis dias a temperatura ambiente (Ibrahim y Yamamoto,
1977b).

1.3. Estructura Antigénica

M. meleagridis no se relaciona antigénicamente con otros micoplasmas aviares (Chin
et al, 2003). Evaluaciones realizadas por EImahi et al (1982) indican que algunas cepas
de M. meleagridis son electroforéticamente distintas a M. gallispeticum y M. synoviae.
Asimismo, el analisis de epitopos con suero hiperinmune policlonal de conejo y de
anticuerpos monoclonales contra M. meleagridis, revela que, como para otras especies
de micoplasmas, algunos epitopos no son expresados en todas las cepas, evidenciando
heterogenicidad antigénica entre cepas de M. meleagridis (Dufour-Gesbert et al,
2001b).

Algunas cepas poseen actividad hemaglutinante (EImahi et al, 1982), pero a pesar de
ello, no se considera a dicha actividad como un factor de virulencia, dado que algunas



cepas sin actividad hemaglutinante pueden ser altamente patdgenas (Yamamoto et al,
1965). Tampoco se ha evidenciado mayor diferencia antigénica entre cepas

hemaglutinantes y las que no lo son (Elmabhi et al, 1982).

1.4. Patogenicidad

Para sobrevivir dentro del organismo, M. meleagridis usa herramientas y mecanismos
de patogenicidad a fin de inducir enfermedad y evadir la respuesta inmune del
hospedero. Estos mecanismos incluyen la adherencia a la célula huésped y apoptosis
(Nascimento et al, 2005).

Se presume que la céapsula extracelular de mucopolisacaridos que presenta M.
meleagridis, es la que permite su adherencia al epitelio del huésped, por lo que seria un
importante factor de virulencia (Green y Hanson, 1973). Dicha union causaria alteracion
de la estructura de la membrana celular del huésped, inflamacion y necrosis (Lam et al,
2003b).

Dentro de las funciones de la capsula extracelular podemos mencionar también la
proteccion contra saprofitos y la motilidad y flexibilidad, requerida especialmente
durante su division celular y ruptura de la membrana (Green y Hanson, 1973; Razin,
1983).

Otros mecanismos consisten en la imitacion molecular (antigénica) que puede
conducir a tolerancia por parte del huésped, el efecto mit6tico sobre los linfocitos B y/o
T, que podria llevar a una supresion de la funcién y/o produccién de la células T
citotoxicas, y la produccion de subproductos del micoplasma, tales como el peroxido de
hidrogeno y radicales superoxido (Nascimento et al, 2005). La habilidad de los
micoplasmas de estimular macr6fagos, monocitos, células T helper y células NK, da
como resultado la produccion de sustancias tales como el factor de necrosis tumoral
(TNF-a), interleucinas (IL-1,2,6) y el interferon (o, B, y). Estos mecanismos pueden
explicar la supresion transitoria de la respuesta inmune celular y humoral durante las
infecciones con micoplasmas, la inmuno tolerancia y la masiva infiltracion de células

linfoides en el tracto respiratorio y en articulaciones (Razin et al, 1998; Lam et al,



2004). Estudios recientes sugieren que la respuesta inmune en pavos infectados con M.
meleagridis es similar a la de pollos bursectomizados, ya que ante un desafio
antigénico, la respuesta humoral es significativamente baja, siendo méas evidente la

supresion en la respuesta secundaria (Ig G) (Ortiz et al, 1981).

La latencia es otro fendmeno comun (Nascimento et al, 2005). Una vez en el
organismo, M. meleagridis se encuentra en estado latente y se localiza
intracelularmente, por lo que no es reconocido por el sistema inmune del hospedero
(Razin et al, 1998).

Es frecuentemente observado en las membranas mucosas del huésped (Clyde, 1983),
por lo que ha sido aislado de es6fago, tracto respiratorio, sacos aéreos, cloaca, Bursa de
Fabricio, oviducto, falo, vagina e inclusive también ha sido verificado en semen de aves
infectadas (Yamamoto et al, 1965; Jordan, 1983).

2. HOSPEDEROS

Mycoplasma meleagridis es un patdgeno especifico de pavos (Yamamoto et al, 1965;
Chin et al, 2003). La alta infectividad y la baja mortalidad que causa M. meleagridis en
embriones de pavo bajo condiciones experimentales y naturales, indican que se trata de

una relacion ideal entre parasito y hospedero (Chin et al, 2003).

No obstante, Lam (2004) ha demostrado que M. meleagridis es un patégeno potencial
de embriones y células de pollo. En embriones de pollo inoculados con M. meleagridis
se encontraron anormalidades en los dedos asi como traqueas sin epitelio, en células
tumorales de pollo se redujo la capacidad de liberar un agente quimiotactico que
ocasiona la liberacién de heterofilos.

Asimismo, existen reportes de la existencia de anticuerpos a M. meleagridis, hallados
mediante la prueba de seroaglutinacion en placa (SPA) en urogallos chicos
(Tympanuchius pallidicinctus) en el Estado de Kansas (USA) (Hagen et al, 2002) y en
pavos reales (Pavo cristatus) de tres zooldgicos de Michigan (USA) (Hollamby et al,
2003). En Alemania ha sido reportado en aves de presa de vida libre en un 7.3 %,

habiéndose aislado e identificado a M. meleagridis en muestras provenientes de



hisopados traqueales. Estas aves no mostraron ningun signo clinico, ni lesiones
histopatoldgicas relacionadas a la enfermedad, pero se les podria considerar como
portadores (Lierz et al, 2000).

3. TRANSMISION

La transmision de la enfermedad ocurre de forma vertical y horizontal.

3.1. Transmision Vertical

M. meleagridis es perpetuado principalmente a través del huevo (Chin et al, 2003).
La infeccion del tracto reproductivo femenino ocurre como consecuencia de una
infeccion enddgena durante el desarrollo embrionario (Yamamoto et al, 1966), de
manera ascendente desde la cloaca o la bursa de Fabricio hasta el tracto genital
femenino luego de la perforacion de la membrana oclusiva a la madurez sexual a las 27
0 28 semanas de vida (Matzer y Yamamoto, 1970) o por inseminacion artificial con
semen contaminado, siendo ésta la principal via de infeccion del huevo (Kleven y
Pomeroy, 1971a; Whiteman y Brickford, 1996). Se sugiere que es necesaria una
continua reinfecciéon del tracto femenino con semen contaminado para mantener la

transmision de M. meleagridis a los huevos y para mantener la infeccion vaginal.

M. meleagridis ha sido ha sido encontrado en varios sitios del oviducto, con una
mayor frecuencia en la vagina y Gtero (Jordan, 1983; Chin et al, 2003) e inclusive los
ovarios (Rhoades, 1969). No obstante tiene el potencial de infectar al huevo en
desarrollo en varios lugares del oviducto, siendo el area de la fimbria y el magnum los
puntos mas criticos (Chin et al, 2003). Este microorganismo ha sido aislado de la
membrana de la cascara y de la membrana vitelina de huevos preincubados provenientes

de madres infectadas de manera natural (Ghazikhanian et al, 1980D).

El porcentaje de transmision a la progenie puede ser del 26% (Rhoades, 1969) y no
ocurre en hembras en las cuales el microorganismo se encuentra solamente en el tracto
respiratorio alto (Yamamoto, 1967). Se ha reportado que la transmisién es minima

durante las primeras semanas del inicio de la postura, alcanza el maximo a la mitad del



periodo y declina gradualmente al final del periodo de postura (Bigland y Benson, 1968;
Fox y Bigland, 1970 y Kleven y Pomeroy, 1971b). Esto se veria relacionado a los
resultados encontrados por Rott et al (1989) en aislamientos de M. meleagridis
provenientes de hisopados cloacales y de paladar de hembras y machos reproductores,
los que fueron positivos en un 50 a 60% durante el periodo previo al inicio de postura,
en un 100% al inicio del periodo de postura y en un 80% a las catorce semanas de
postura. Asimismo, M. meleagridis fue identificado en un 50% de huevos embrionados

provenientes de la primera semana de postura y en un 100% a la cuarta semana.

En la progenie procedente de huevos infectados, se difunde y se localiza en el tracto
reproductivo (Whiteman y Bickford, 1996), aislandose no solo del tracto respiratorio de
embriones, sino también del oviducto y falo (Bigland, 1972). En infecciones
experimentales de tracto reproductivo de hembras, se observa la aparicion de infeccion
de la cavidad peritoneal pero no de los sacos aéreos adyacentes, lo que indica una
resistencia a la extensién de la infeccion del tracto reproductivo hacia el tracto
respiratorio (Rhoades, 1969). En machos, se localiza generalmente en la cloaca y/o en
el falo, donde permanece sin ascender a los vasos deferentes (Yamamoto, 1967;
Rhoades, 1969). El semen colectado de dichos machos puede contener el agente
(Yamamoto, 1967). Se ha demostrado que M. meleagridis permanece viable hasta por
seis meses en el semen congelado, e inclusive durante su criopreservacion y posterior

descongelacion (Ferrier et al, 1982).

Asimismo, M. meleagridis tiene predileccion por la Bursa de Fabricio, donde puede
permanecer hasta por 21 semanas (Matzer y Yamamoto, 1970) causando
inmunosupresion, lo que puede explicar porque pavos infectados son mas susceptibles a

otras infecciones especialmente la colisepticemia (Whiteman y Bickford, 1996).

3.2. Transmision Horizontal

La transmisién horizontal puede ocurrir de manera directa o indirecta y a cualquier
edad del animal (Chin et al, 2003).



La transmision directa puede ocurrir dentro de una incubadora (Kumar y Pomeroy,
1969), dentro de un lote (Yamamoto y Ortmayer, 1967) o inclusive entre lotes
separados por millas de distancia (Ghazikhanian et al, 1980b). Los microorganismos se
difunden lateralmente via aerosoles del tracto respiratorio (Whiteman y Bickford, 1996).
La transmisién via aérea en pavos adultos presenta un alto porcentaje de infeccion, el
cual asciende del 80 al 100% dentro de un lote (Kleven, S. H., comunicacion personal),

localizandose principalmente en las vias respiratorias (Jordan, 1983).

La transmision indirecta ocurre durante las maniobras de manejo como sexaje,
palpacion vaginal, inseminacion artificial y vacunaciones (Whiteman y Bickford, 1996;
Chin et al, 2003).

4. SIGNOS CLINICOS

Los signos principales de la infeccion por M. meleagridis en pavos son aerosaculitis,
baja incubabilidad, pobre ganancia de peso, anormalidades esqueléticas (Whiteman y
Bickford, 1996; Chin et al, 2003) y mortalidad embrionaria tardia (Carpenter et al,
1981).

4.1 Aerosaculitis

Bigland y Benson (1968) reportaron que del total de aves que presentaron lesiones en
los sacos aéreos, M. meleagridis fue aislado del 88% de ellas, lo que confirma el

concepto de que M. meleagridis es la causa de aerosaculitis.

Algunas aves pueden tener cuellos encorvados, hecho asociado a una osteomielitis
deformante en las vertebras cervicales (Whiteman y Bickford, 1996). La aerosaculitis
del saco aéreo cervicoclavicular, se puede extender al espacio intrarticular de las
vértebras cervicales, originando osteomielitis, osteoartritis y deformaciones cervicales
(Cardona y Bickford, 1993).

A pesar del gran porcentaje de aerosaculitis en pavos, los signos respiratorios son

raramente observados. La infeccion horizontal, que puede ocurrir de manera directa o



indirecta en pavos adultos, lleva a un gran porcentaje de infeccion pero raramente a una
enfermedad clinica. Es por ello que la infeccion causada por M. meleagridis, ocurre
mayormente de manera subclinica en pavos adultos (Whiteman y Bickford, 1996; Chin
et al, 2003).

4.2. Desempefio Reproductivo

Existen generalmente problemas de baja incubabilidad en huevos provenientes de
lotes infectados (Carpenter et al, 1982a; Whiteman y Bickford, 1996). Este porcentaje
puede llegar al 5% (Carpenter et al, 1981).

Por otro lado, M. meleagridis también es el causante de mortalidad embrionaria tardia
(25-28 dias de incubacion) tanto en embriones infectados naturalmente como

artificialmente (Carpenter et al, 1981).

4.3. Ganancia de Peso

Es conocido que la pobre ganancia de peso es otro signo de la infeccion (Chin et al,
2003). A pesar de ello, estudios realizados por Carpenter et al (1982b) demuestran que
no existe diferencia significativa entre la ganancia de peso de pavos no infectados vs.
los infectados. Inclusive en algunos casos, los pavos infectados demuestran mayor
ganancia de peso, lo que nos hace suponer que existe una seleccion natural de los
embriones débiles, quedando sélo los capaces de sobrevivir y sobrellevar la infeccién
(Carpenter et al, 1982a).

4.4. Anormalidades Esqueléticas

Existe un alto nimero de animales infectados con deformidades Gseas y perosis en
ambas patas (Whiteman y Bickford, 1996).

Se presumia anteriormente que M. meleagridis puede privar al embrion de biotina,

resultando en un desarrollo esquelético anormal (Bigland y Warenycia, 1978). Otros

estudios sugieren que el microorganismo puede competir por la arginina, un aminoécido
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esencial para el correcto desarrollo de los huesos (Yamamoto et al, 1974). A pesar de
ello, Ibrahim y Yamamoto (1977a) demostraron que diferentes cepas de M. meleagridis
no mostraron diferencia en sus requerimientos de arginina y no se encontraron
diferencias significativas en los niveles séricos de arginina de pavos infectados y no

infectados y que presentaban anormalidades 6seas.

5. LESIONES

Las principales lesiones se presentan en los sacos aéreos y afectan a embriones
(Whiteman y Bickford, 1996) y a pavos de un dia de edad a 20 semanas de vida 0 méas
(Bigland et al, 1968; Bigland, 1969). La prevalencia de la infeccion y las lesiones son
mayores en los pavos bebes de descarte que en los normales (Fox y Bigland, 1970),
encontrdndose en un alto porcentaje (44%) alrededor de las seis semanas de edad,
resolviéndose gradualmente y disminuyendo en severidad hasta las 12 a 16 semanas de
vida (Bigland, 1969). En algunos casos, las infecciones se extienden hasta los sacos

aéreos abdominales, siendo éstas de mayor severidad.

Estudios en embriones natural y artificialmente infectados sugieren que la ingestion o
inhalacion de liquido amnidtico infectado con M. meleagridis es la causa de la

infeccion tanto del tracto respiratorio como el digestivo (Rhoades, 1971a).

Las lesiones se caracterizan por el engrosamiento de las paredes del saco y la
adherencia de un exudado amarillento a los tejidos, con presencia ocasional de material
caseoso (Bigland y Benson, 1968; Bigland, 1969; Whiteman y Bickford, 1996; Chin et
al, 2003). Histoldgicamente, la membrana del saco aéreo revela metaplasia epitelial,

infiltracion linfoide y maltiples areas linfo-foliculares (Bigland y Benson, 1968).
Las lesiones en embriones se remiten a una aerosaculitis y neumonia exudativas, que
ocurren durante el altimo periodo de desarrollo embrionario, que es cuando ocurre la

madurez de las células inflamatorias embrionarias (Rhoades, 1971a).

Otras lesiones se encuentran en el tracto respiratorio, Se conoce que durante el

desarrollo embrionario, M. meleagridis tiene una predileccion por los tejidos destinados
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a formar el tracto respiratorio, presumiendo que estos tejidos se encuentran
bioquimicamente adaptados para proveer los nutrientes necesarios para su crecimiento
(Bigland, 1972). Lam et al (2003a) han demostrado que la infeccion por M. meleagridis
puede causar dafio en la superficie traqueal, observandose disminucion en el nimero de

cilios del epitelio traqueal y descamacion de las células epiteliales.

La infeccidn puede concurrir con otros micoplasmas, e incrementar la severidad de
las lesiones (Whiteman y Bickford, 1996). El sinergismo entre M. synoviae y M.
meleagridis produce sinusitis en pavos (Rhoades, 1977). Se sabe también que M.
synoviae produce una severa aerosaculitis por si mismo, lesion que también se observa
en infecciones de M. synoviae y M. meleagridis, por lo que se presume que el efecto de
M. synoviae por si solo enmascare el efecto causado por la infeccion mixta (Rhoades,
1981). Aparentemente, la importancia de infecciones mixtas de micoplasmas, como una
causa de infecciones respiratorias en pavos, es la que se da con aquellos micoplasmas

que por si solos producen enfermedad leve o no producen enfermedad (Rhoades, 1981).

En lo que respecta a las lesiones en el tracto reproductivo, los pavos reproductores
adultos son libres de lesiones macroscépicas en los genitales, pero a pesar de ello, las
lesiones microscopicas atribuibles a M. meleagridis se presentan en el tracto

reproductivo de las hembras y consisten en acimulos linfoides (Rhoades, 1971b).

M. meleagridis también puede causar deformaciones Oseas en pavos jovenes.
Estudios con el microscopio electronico de barrido analizando articulaciones tarso-
metatarsianas de embriones inoculados con M. meleagridis que presentaron deformidad
en los dedos, mostraron fisuras en los cartilagos articulares. Histologicamente se
observo infiltracion de células con granulos eosinofilicos, encontrandose presencia de

agregados de M. meleagridis en las células de la médula 6sea (Lam et al, 2004).
6. RESPUESTA INMUNE
La presencia de anticuerpos a M. meleagridis en sangre puede detectarse a partir de la

tercera semana de edad en pavitos infectados de manera vertical y a la cuarta o quinta

semana post infeccion en pavos infectados por contacto directo (Chin et al, 2003),
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habiéndose verificado mediante inoculaciones experimentales de pavos con M.
meleagridis, que existe una respuesta temprana de Ig M y luego de Ig G, cuya presencia
es detectada a partir de los 14 dias de inoculacion, manteniéndose hasta las 12 semanas
post inoculacion (Kleven y Pomeroy, 1971b), alcanzando los maximos titulos a la

cuarta semana post-exposicion (Rhoades, 1969).

Los anticuerpos maternalmente derivados se encuentran en la yema de los huevos
provenientes de hembras inmunizadas. Estos anticuerpos son detectables por
seroaglutinacion en placa (SPA) desde el primer dia de vida de la progenie y persisten
por menos de dos semanas (Yamamoto y Bigland, 1964). Contrariamente, en un estudio
realizado por Bigland (1969) en pavos infectados, desde el primer dia a la vigésima
semana de vida, se encontrd que el 100% de los pavos fueron positivos a SPA al primer
dia, disminuyendo hasta el 21% a la cuarta semana, encontrdndose un rapido incremento
al 92% a la sexta semana y manteniendose asi hasta el final del estudio. Este fenOmeno
nos llevaria a pensar que la inmunidad materna protege a los pavitos hasta la cuarta
semana de vida, tiempo en el cual, la respuesta inmune del ave comienza a evidenciarse.
Se conoce también que dichos anticuerpos maternos no son protectivos contra el
desarrollo de lesiones en los sacos aéreos de embriones infectados (Yamamoto et al,
1966).

La intensidad de la respuesta inmune depende de la ruta de inoculacion (Kleven y
Pomeroy, 1971a). Pavos infectados via intravenosa, desarrollan titulos mas altos, asi

como los que tienen lesiones activas de los sacos aéreos.

7. DIAGNOSTICO

A pesar de que ciertas caracteristicas culturales y bioldgicas son importantes para la
identificacion de M. meleagridis, la identificacion definitiva se hace a través de la

serologia (YYamamoto et al, 1965).
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7.1. Aislamiento e Identificacion

M. meleagridis puede ser cultivado en agar PPLO (Difco), enriquecido con suero de
equino (15%) y levadura autolisada (1%) (YYamamoto et al, 1965). A este medio se le
debe agregar acetato de talio (1:4000) y penicilina (1000 units/mL) como inhibidores
del crecimiento de bacterias contaminantes (Chin et al, 2003). Puede ser necesario
adicionar un fungicida al medio en casos donde se encuentre cantidades representativas

de hongos (Yamamoto, 1995).

El microorganismo puede ser aislado de de eséfago, tracto respiratorio, sacos aéreos,
cloaca, Bursa de Fabricio, oviducto, falo y vagina (Yamamoto et al, 1965; Jordan,
1983). A las cuatro a seis dias de incubacidn, el crecimiento de las colonias se hace
aparente (Chin et al, 2003).

M. meleagridis se diferencia de otros micoplasmas por no utilizar dextrosa y su
habilidad por metabolizar arginina (lbrahim y Yamamoto, 1977a; Jordan, 1993).
Algunas pruebas bioquimicas son Utiles para diferenciar micoplasmas aviares dentro de
un amplio grupo, pero generalmente no son discriminativos para la identificacion de
especie. Se utiliza la prueba de anticuerpos fluorescentes (FA), la prueba de
inmunoperoxidasa y la prueba de inhibicién del crecimiento (Yamamoto, 1995).
Adicionalmente, un ensayo de inmunoabsorcion ligado a la enzima (ELISA) de captura
de antigeno se ha desarrollado para la deteccion de antigenos de micoplasma
directamente del cultivo y aparenta ser altamente especifico y sensible (Abdelmoumen,
1995a).

7.2. Serologia

En los animales adultos, la infeccion por M. meleagridis transcurre de manera
subclinica (Whiteman y Bickford, 1996; Chin et al, 2003), por lo que en los planteles de
reproductores se emplean pruebas serologicas para monitorear los lotes, siendo la
seroaglutinacion en placa (SPA), la inhibicion de la hemaglutinacion (HI) y el ensayo de
inmunoabsorcion ligado a la enzima (ELISA) indirecto, las pruebas mas empleadas
(Yamamoto, 1995).
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No obstante, por su alta especificidad, simplicidad y menor costo, ELISA es la
prueba que generalmente se emplea para el monitoreo de lotes (Cassell et al, 1983).
Otra prueba desarrollada para el monitoreo de lotes es el ELISA de bloqueo (Dufour-
Gesbert et al, 2001a).

Comparativamente, en ensayos para detectar anticuerpos a M. gallisepticum en
infecciones experimentales en pollos, ELISA resulta ser mas especifico y mas sensible

que SPA y HI respectivamente (Talkington et al, 1985).

La prueba de HI es otra herramienta util y de alta especificidad para detectar
anticuerpos a M. meleagridis, y se utiliza para confirmar los resultados de SPA y
ELISA. Su mayor inconveniente es la escasa disponibilidad de antigenos comerciales y
la obtencidn de antigenos caseros con altos titulos hemaglutinantes. Su conservacion en
el laboratorio por largo tiempo es otro serio problema como asi también la
interpretacion de los resultados y la correlacion de interlaboratorio. La metodologia para
su realizacion es bastante compleja, necesitando personal entrenado y globulos rojos de
calidad (Cerd4, 2007).

8. TRATAMIENTO

El tratamiento con antibidticos de los lotes infectados con M. meleagridis reduce el
porcentaje de manifestaciones clinicas, pero no elimina al agente del lote (Nascimento
et al, 2005).

Muchos antibiéticos han sido evaluados para verificar su actividad contra M.
meleagridis. Es conocida la sensibilidad de M. meleagridis a los macrolidos, quinolonas
y tetraciclinas y su eficacia en el control de la aerosaculitis deben ser evaluadas
(Whiteman y Bickford, 1996; Nascimento et al, 2005).

La combinacién de lincomicina y espectinomicina a razon de 2 gr/gal. en el agua de

bebida durante cinco dias resulta ser eficaz en reducir la aerosaculitis y mejorar el

desempefio productivo cuando se le comparé con la tilosina (Hamdy et al, 1982).
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Lamentablemente el diagnostico etiologico de los micoplasmas se ve comprometido
por todos estos potentes antibioticos, debido a que bloquean o reducen la respuesta
inmune y porque obligan al microorganismo a evadirla escondiéndose en los tejidos
afectados, haciendo que no se puedan detectar por cultivo o PCR (Nascimento et al,
2005). Este hecho se puede revertir suspendiendo el tratamiento, de tal forma que los
micoplasmas puedan ser detectados nuevamente. Este fenomeno puede ser explicado
por la localizacién intracelular de los micoplasmas en general, debido a la presion del
antibiotico y una consecuente inhabilidad del agente de inducir respuesta inmune (Razin
et al, 1998).

9. PREVENCION Y CONTROL

9.1. Manejo

El principal objetivo de todos los criadores es erradicar el agente de sus lotes. Una
enfermedad bacteriana transmitida por el huevo, puede ser erradicada al destruir todos
los microorganismos presentes en el huevo, obteniendo asi una progenie libre (McCapes
etal, 1977).

Estudios experimentales demuestran que la inyeccion de gentamicina y tilosina por el
borde inferior de huevos infectados, reduce significativamente el porcentaje de
transmision vertical al obtener progenie libre de M. meleagridis proveniente de dichos
huevos (McCapes et al, 1975; McCapes et al, 1977; Ghazikhanian et al, 1980a).

Otro método utilizado hasta inicios de los afios 80, consistio en sumergir los huevos
fértiles en una solucién de antibidtico, ya sea tilosina o gentamicina con un
desinfectante como el amonio cuaternario. Actualmente esta practica solo se utiliza
cuando los avicultores se enfrentan a un posible brote de M. meleagridis, debido a que

el uso de estos antibidticos genera resistencia (Chin et al, 2003).

Estudios posteriores indican que la combinacion de los métodos de inyeccién de

gentamicina y tilosina y el método de inmersion en una solucion de gentamicina y
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amonio cuaternario es mas efectiva que el método de inyeccion por si s6lo al momento

de eliminar M. meleagridis (Ghazikhanian et al, 1980b).

Por otro lado, se han hecho diferentes ensayos con antibiéticos para eliminar a M.
meleagridis del semen, resultando en una reduccion de la viabilidad de los

espermatozoides (Whiteman y Bickford, 1996).

9.2. Vacunacion

No existen vacunas disponibles para la prevencion de la infeccion causada por M.
meleagridis (Chin et al, 2003). La inmunizacion de hembras reproductoras con M.
meleagridis viable no produjo inmunidad, por el contrario el grado de infeccion se
incremento y no se detuvo la transmisién vertical (Vlaovic y Bigland, 1971).

9.3. Erradicacion

Existen principios bésicos que deben ser aplicados para producir lotes libres de M.
meleagridis (Chin et al, 2003):

- Reduccion de la infeccion genital a niveles minimos mediante serologia y
cultivo. Se debe evitar usar machos que son portadores. Los machos cuyos tres
cultivos consecutivos de semen son negativos, son usualmente libres de
infeccion.

- Tratamiento de huevos con antibioticos efectivos mediante inmersion o
inyeccion.

- Uso de nacedoras libres de M. meleagridis. Mantener estrictos niveles de
bioseguridad debido a su forma de tranmision.

- Monitoreos seroldgicos frecuentes de los lotes tratados desde la semana 16 de

vida y luego a intervalos periddicos.
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I1l. MATERIALES Y METODOS

3.1. Lugar de Estudio

El presente estudio se realizé en las instalaciones del Laboratorio de Patologia Aviar
de la Facultad de Medicina Veterinaria de la Universidad Nacional Mayor de San
Marcos (FMV-UNMSM).

3.2. Tamano muestral

Para determinar el tamafio muestral, se utilizé la formula de determinacion del

tamarfio de la muestra para la estimacion de proporciones (Daniel, 1996):

N=z’pg
d2

Donde:

N = NUmero de muestras minimas

Z = 1.96 (nivel de confianza de 95%)

p = prevalencia referencial (se usa 0.5 al no haber trabajos previos en el pais)
q=1-p

d = p/10 (nivel de confianza)
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3.3. Pablacion animal

Se utilizaron 400 muestras de sangre pertenecientes a 20 lotes de pavos reproductores
mayores a 8 semanas, entre machos y hembras, provenientes del Departamento de
Lima durante el afio 2007. EI muestreo fue realizado al azar. Las edades de los lotes

fueron las siguientes:

N° Lote Edad de las aves (sem) Procedencia
A 26 sem. Asia
B 27 sem. Asia
C 30 sem. Asia
D 31 sem. Asia
E 20 sem. Asia
F 9 sem. Asia
G 9 sem. Asia
H 9 sem. Asia
I 9 sem. Asia
J 8.5 sem. Chilca
K 8.5 sem. Chilca
L 10 sem. Chilca
M 10 sem. Chilca
N 10 sem. Chilca
N 10 sem. Chilca
O 55.5 sem. Asia
P 44,5 sem. Asia
Q 56.5 sem. Asia
R 36 sem. Asia
S 36 sem. Asia

3.4. Materiales y Equipos

3.4.1. Materiales para la toma de muestras

- Algododn
- Alcohol
- Agujas descartables Nro. 18
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- Viales estériles de vidrio con tapa

- Cajatérmica

- Refrigerante

- Microviales

3.4.2. Materiales de Laboratorio

1. Kit de ELISA para la deteccidn de anticuerpos contra Mycoplasma

meleagridis (FlockCheck) de los laboratorios IDEXX®, conteniendo

el siguiente material y reactivos:

4 Placas recubiertas con antigeno Mm

Control positivo Mm — Anti Mm de pavo diluido. Conservado
con azida de sodio.

Conjugado negativo — Suero diluido, no reactivo al anti-Mm.
Conservado con azida de sodio.

Conjugado (de cabra) anti-pavos; peroxidasa de rabano.
Conservado con gentamicina.

Diluyente para la muestra Tampon. Conservado con azida de
sodio.

TMB sustrato.

Solucién de interrupcion.

2. Instrumentos y Equipos:

e Pipetas de alta precision (50-200ul).

e Pipetasde 1 ml.y5ml.

e Pipetas de 8 6 12 canales.

e 2 cilindros graduables de 50 ml.

e Agua destilada.

e Lector de ELISA conectado a una computadora.

e Plato de Lavado.

e Tips estériles de plastico.
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3.5. Coleccion de las muestras

Las muestras fueron obtenidas mediante puncidn de la vena alar o radial utilizando
agujas descartables Nro. 18. De cada animal se extrajeron aproximadamente 2cc. de
sangre colectada en frascos estériles de vidrio con tapa y sin anticoagulante,

identificandose de la siguiente manera:

- Nombre y ubicacién de la granja
- Procedencia
- Fecha de remision

- Edad de las aves

Las muestras fueron colocadas en cajas térmicas con refrigerante y transportadas al
Laboratorio de Patologia Aviar de la FMV-UNMSM para su procesamiento y
evaluacion. Las muestras se mantuvieron en refrigeracion durante 24 horas, en posicion
de plano inclinado para favorecer la separacion del suero de los demas elementos
sanguineos. Una vez obtenido el suero, fue trasladado a microviales individuales y se

procedid a su congelacion hasta el dia de su procesamiento.

3.6. Deteccion de Anticuerpos contra M. meleagridis por la prueba de ELISA

El procedimiento se describe a continuacion:

1. Siguiendo las recomendaciones del Kit comercial se usé una dilucion de 1:500,
para lo cual se mezcld 1 uL de la muestra con 500 uL de diluyente o solucion
buffer.

2. Se extrajo 100uL de la solucion preparada y se colocd en cada celdilla de la
microplaca de ELISA.

3. Se coloc6 100 uL de control positivo en las dos primeras celdillas y 100 uL de
control negativo en las dos celdillas contiguas.

4. Se dej6 reposar por 30 minutos.

5. Se procedi6 al lavado de la placa.

6. Se adiciond 100 uL del conjugado a cada celdilla.
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7. Se dejo reposar por 30 minutos.

8. Se realizo un nuevo lavado de la placa.

9. Se adicion6 100 uL del sustrato a cada celdilla.
10. Se dejo reposar por 15 minutos.

11. Se adiciond 100 uL de la solucién de interrupcion.

12. Se procedio a la lectura en el espectrofotometro.

3.7. Analisis estadistico de datos

3.7.1. Prevalencia de la prueba

La prevalencia se calculd segun la siguiente formula:

P = Nro de muestras positivas x 100

Nro de muestras totales

Donde:

P = Prevalencia

El resultado obtenido es se expresdé mediante un intervalo de confianza de 95%.

IC =p +/-z pg/n

Donde:

IC = Intervalo de confianza
p = prevalencia calculada
q=1-p

Z=196

N = numero de muestra positivas
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IV. RESULTADOS

Los resultados de la prueba de ELISA para detectar anticuerpos contra M.
meleagridis en 400 muestras de suero procedentes de 20 lotes de pavos reproductores

mayores a 8 semanas de edad, colectados durante el afio 2007, fueron los siguientes:
En 3 de 400 muestras se observo seroreaccion a la prueba de ELISA, las cuales
pertenecian a tres lotes diferentes. En las 397 muestras restantes que corresponden a 17

lotes, no hubo reaccidn seroldgica de anticuerpos, obteniéndose titulos cero (0).

La prevalencia para M. meleagridis fue de 0.75 %, con un intervalo de confianza de

0.042. Ademas el porcentaje de positividad por lote fue de 5%.
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Cuadro N° 1

Datos generales y Resultados de la Prueba de ELISA para detectar Anticuerpos a M.
meleagridis en 400 muestras de suero de pavos reproductores

Resultado de la Prueba de

Edad de las aves ELISA
N° Lote (sem) Positivos Negativos

A 26 sem. 0 20
B 27 sem. 0 20
C 30 sem. 0 20
D 31 sem. 0 20
E 20 sem. 0 20
F 9 sem. 0 20
G 9 sem. 0 20
H 9 sem. 0 20
| 9 sem. 0 20
J 8.5 sem. 0 20
K 8.5 sem. 0 20
L 10 sem. 1 19
M 10 sem. 1 19
N 10 sem. 1 19
N 10 sem. 0 20
O 55.5 sem. 0 20
P 44.5 sem. 0 20
Q 56.5 sem. 0 20
R 36 sem. 0 20
S 36 sem. 0 20

Total 3 397
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Cuadro N° 2

Densidades 6pticas (O.D.), Cociente S/P y titulos de las tres muestras positivas
obtenidas por la prueba de ELISA para detectar anticuerpos contra M. meleagridis en
sueros de pavos reproductores.

Identificacion 0.D. S/P* Titulos

Control Negativo 0.076 - -

Control Negativo 0.078 - -

Control Positivo 0.309 - -

Control Positivo 0.325 - -
Lote L 1/20 0.492 1.729 4161
Lote M 1/20 0.427 1.458 3455
Lote N 1/20 0.492 1.729 4161

*S/P (muestra positiva)= Mayor a 0.5
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Cuadro Nro. 3

Dispersion de los cocientes S/P obtenidas mediante la prueba de ELISA para detectar

anticuerpos contra M. meleagridis en sueros de pavos reproductores.

Valor S/P

1.8
1.6
1.4
1.2

0.8
0.6
0.4
0.2

+ S/P de cada muestra
- "cut off"
Valor Medio S/P= 0.07
SD=0.17
: "O’ PS SR
LIPS *
s . . *
‘:é: 'W " ‘0 L * “
R 0 ’vo
““ .‘0 w»‘a & = x &
1 |
0 100 200 300 400 500
Muestras
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V. DISCUSION

Los resultados de la prueba de ELISA para detectar anticuerpos contra M.
meleagridis en 400 muestras de suero colectadas de pavos reproductores del
Departamento de Lima, mayores a 8 semanas de edad, durante el afio 2007, mostraron
que solo tres muestras seroconvirtieron y en bajo porcentaje, obteniéndose una muestra
positiva por cada lote (L, M y N), arrojando una prevalencia de 0.75%. Las muestras de

los 17 lotes restantes fueron negativas.

En el caso de lotes de pavos expuestos a M. meleagridis, generalmente se observa un
alto porcentaje de seroreaccion, entre 80 a 100% (Kleven, S.H., comunicacién
personal). De acuerdo a su forma de transmision, M. meleagridis es considerado como
un microorganismo muy contagioso y de facil diseminacion (Chin et al, 2003) y puede
transmitirse horizontalmente a cualquier edad, es por ello que de estar presente en los
lotes, se encontraria un alto porcentaje de animales positivos, contrariamente a lo
encontrado en este estudio, donde el porcentaje de seroreaccion por lote fue de 5%. Un
factor importante a considerar es la edad de los lotes que resultaron positivos a la prueba
de ELISA. Estos lotes tuvieron 10 semanas al momento del muestreo y segun los datos
de sintomatologia clinica de la enfermedad, la aerosaculitis es un signo evidente en
pavos infectados verticalmente y se puede encontrar hasta las 15 o 16 semanas de vida
en un lote, asi como una poca ganancia de peso, signos no observados en los lotes

positivos. Dichos lotes no mostraron ninguna sintomatologia clinica compatible a la

27



enfermedad ni tampoco problemas productivos al momento de realizar el muestreo ni

durante la campana.

Asimismo, se han reportado reacciones cruzadas entre M. meleagridis y M. synoviae
y M. meleagridis y M. gallisepticum mediante la prueba de Western Blot
(Abdelmoumen y Roy, 1995b), por lo que no quedaria descartada una reaccion cruzada
entre estos agentes al momento de considerar el diagnostico definitivo de los tres lotes
en cuestion. Sin embargo, todos los lotes de pavos reproductores son sometidos a
pruebas seroldgicas de M. gallisepticum y M. synoviae antes de su importacion al pais,
teniendo que ser negativos para ambos agentes. En caso de ser positivos a M.
meleagridis, podria observarse algin resultado positivo al realizar estas pruebas
seroldgicas debido a las reacciones cruzadas anteriormente mencionadas. El programa
sanitario en la integracion donde se desarrolld este estudio, incluye monitoreos de M.
gallisepticum y M. synoviae cada 10 semanas, siendo siempre negativos. Otro factor
importante es el alto nivel de bioseguridad en los planteles estudiados, incluyendo el

aislamiento de estas instalaciones, disminuyendo el riesgo sanitario a un nivel minimo.

Por todo lo anteriormente expuesto, estas reacciones podrian calificarse como falso
positivas, y no se condenaria a dichos lotes como positivos a M. meleagridis, si se tiene
en cuenta también que la prueba de ELISA es altamente sensible y la especificidad no
alcanza el 100% y presenta margenes de error, razon por la cual no se le considera una
prueba definitiva. En el cuadro 3, se puede observar como se encontraron distribuidos
los valores S/P de la poblacién muestreada. La media S/P fue de 0.07, con una
desviacion estandar de 0.17, lo que indica que estan bastante alejadas del punto de corte
de la prueba (0.5). No obstante, se considera que el kit de ELISA indirecto usado para la
evaluacion, tiene una sensibilidad de 96.6% cuando se le compardé con HI y una
especificidad de 99.8% (ldexx Laboratories, 2004). Por otro lado, el National Poultry
Improvement Plan de los Estados Unidos (NPIP, 2007), determina que la prueba de
ELISA s6lo puede ser usada como prueba suplementaria a la seroaglutinacion en placa
(SPA), la prueba de aglutinacion en tubo o la prueba de microaglutinacion a fin de
determinar el estatus de un lote para el descarte de micoplasmas, mas no como una
prueba confirmatoria. De todas las pruebas que existen para realizar estudios

seroldgicos, el Test de ELISA es una herramienta de facil utilizacion y menor costo, por
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lo que generalmente se emplea para el monitoreo de lotes. En todo caso, la prueba de
ELISA es una prueba tamiz y para un diagnostico definitivo, se puede recurrir a pruebas
confirmatorias como HI y PCR (Cerdd, 2007), ya que es posible que estos lotes hayan
sido recientemente infectados y estaban en proceso de seroconversion al momento de la

prueba. Esta posibilidad no podria descartarse a pesar de ser poco factible.

Actualmente en los EEUU, el pais con mayor produccion de carne de pavo a nivel
mundial, se ha encontrado una prevalencia de 7.3 % en el afio 2000 (Chin et al, 2003),
situacion que mejora para el afio 2007, encontrdndose solo 2 granjas de reproductores
positivas de un total de 611 granjas (0.33%) (Rhorer, A., comunicacion personal),
gracias a las labores de erradicacidon del NPIP. En el Per( se producen alrededor de 22
mil toneladas de carne de pavo al afio, con un crecimiento anual del 12%, siendo el
consumo per capita de 0.8 kilogramos por habitante, lo que representa un crecimiento
del 33% comparado con afios anteriores. Ademas, el sector avicola exportd6 US$ 2.5
millones en el afio 2006, habiéndose reportado un crecimiento promedio anual de 65%
en los dltimos afios. A nivel de partidas, la carne de pavo fue la principal, representando
el 70.7% del total destinandose principalmente a Ecuador (52.6%) y Colombia (47.4%),
tal como lo menciona Centrum (2007) en su informe mensual. A pesar de este creciente
aumento en la produccidn, exportacién y consumo de carne de pavo a nivel nacional, en
el Perl no existen datos previos sobre la prevalencia de M. meleagridis, tanto en
planteles de reproductores como en los lotes de engorde y no se han reportado casos
clinicos compatibles con la enfermedad, segun el reporte casuistico Avicola del 2006
del Laboratorio de Patologia Aviar de la FMV-UNMSM, importante centro de
diagndstico avicola del pais. Por lo tanto, este es el primer estudio seroldgico realizado

en nuestro pais sobre este microorganismo.

M. meleagridis ha sido considerado como un microorganismo de distribucion
mundial y las pérdidas econdmicas debidas a la infeccion que causaba fueron muy
grandes, ya sea por problemas de mortalidad embrionaria, aerosaculitis, baja
incubabilidad, la pobre ganancia de peso y el decomiso de carcasas. Estas pérdidas
bordearon los 9.4 millones de dolares en los Estados Unidos, incluyendo también la
implementacién de programas de erradicacion (Carpenter et al, 1981). Por este motivo,
es de vital importancia mantenernos como pais libre ya que brotes de esta enfermedad,
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pueden originar serias pérdidas econdmicas de los productores, tal como se menciona
anteriormente. ElI Per( importa huevos fertiles de pavos reproductores y también
exporta pavitos BB a paises de la Comunidad Andina de Naciones (CAN), por lo que de
ser positivos a M. meleagridis, también afectaria seriamente al sector exportacién, ya
que la CAN, mediante Resolucion 347, indica entre otras cosas, que para el comercio de
pavitos BB dentro de los paises miembros de la CAN, los plantes de reproductores de

donde éstos provienen, deben ser libres a M. meleagridis.

En este caso es recomendable realizar un nuevo monitoreo a los lotes positivos
utilizando pruebas definitivas y méas especificas como HI para confirmar su estado
sanitario y garantizar que los lotes sean libres de M. meleagridis. En caso de ser
positivos, se podria considerar el monitoreo a M. meleagridis como una prueba de

rutina dentro de los programas sanitarios.
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VI. CONCLUSIONES

En base a los resultados obtenidos en el presente trabajo se establecen las siguientes

conclusiones:

1. La prevalencia de anticuerpos a M. meleagridis en pavos reproductores del
Departamento de Lima fue de 0.75%, con un intervalo de confianza de £0.042.

2. Diecisiete de los veinte lotes fueron negativos a la prueba, sugiriendo que dichas
aves no estuvieron expuestas a M. meleagridis.

3. De total de muestras analizadas (400), tres aves, pertenecientes a tres de los
veinte lotes de pavos reproductores examinados, fueron seroreactoras a la prueba
de ELISA indirecta para detectar anticuerpos contra M. meleagridis

4. EIl porcentaje de reaccion positiva por cada lote fue de 5% (Lotes L, M y N),
muy por debajo del esperado en lotes positivos a M. meleagridis, por lo que se
puede interpretar que los veinte lotes examinados (400 muestras) mediante la
prueba de ELISA para detectar anticuerpos a M. meleagridis no fueron

expuestos al microorganismo.
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