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RESUMEN: En sucesivos muestreos realizados sobre 29 pollos parrilleros y 72 gallinas
reproductoras pesadas de 2 establecimientos avicolas de la Provincia de Buenos Aires,
se aislaron 23 cepas de Mycoplasma synoviae (5 de pollos parrilleros y 18 de gallinas
reproductoras pesadas). Los parrilleros presentaban signos clinicos de Sinovitis Infec-
ciosa (Sl), mientras que los reproductores manifestaban trastornos respiratorios compa-
tibles con la Enfermedad Respiratoria Crénica de las aves (ERC). En ambas categorias
de animales se detectd serologia positiva a Mycoplasma synoviae (Pruebas de Aglutina-
cion Rapida en Placa e Inhibicion de la Hemoaglutinacion). La tipificacién de las cepas
aisladas, se llevd a cabo mediante el estudio de sus propiedades culturales, bioquimi-
cas y seroldgicas, siendo ésta la primera comunicacién de aislamiento de este microor-
ganismo en la Republica Argentina.
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ISOLATION OF MYCOPLASMA SYNOVIAE FROM BROILER
CHICKENS AND BREEDERS. FIRST REPORT IN ARGENTINA

ABSTRACT: Twenty three Mycoplasma synoviae strains (5 from broiler chickens and 18
from broiler breeders) were isolated from 2 farms of broiler chickens and broiler breeders
of Buenos Aires province. The broilers presented symptoms of Infectious Synovitis and
the breeders showed clinical sings of Chronic Respiratory Disease. Both categories of
animals were serologically positive to Mycoplasma synoviae (Rapid Plate Agglutination
Test and Hemagglutination Inhibition Test). The isolated strains were characterized as
Mycoplasma synoviae on the bases of their cultural, biological and serological proper-
ties. This is the first report of isolation of this organism in Argentina.
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INTRODUCCION

La Micoplasmosis Aviar es una enferme-
dad ampliamente difundida por todo el mundo,
pudiéndose presentar como Enfermedad Res-
piratoria Crénica (ERC) o como Sinovitis Infec-
ciosa (Sl), siendo Mycoplasma gallisepticum y
Mycoplasma synoviae respectivamente los res-
ponsables de las mismas (Olson et al, 1956).
Este ultimo organismo estd también comprome-
tido en la ERC produciendo trastornos a nivel
respiratorio tales como traqueitis, sinusitis, in-
flamacién de sacos aéreos y pulmones (Olson
et al, 1964), presentando estas manifestacio-
nes principalmente luego de las vacunaciones
contra Enfermedad de Newcastle y Bronquitis
Infecciosa (Kleven et al, 1972). A partir de estos
drganos puede diseminarse por via sanguinea
y alcanzar las articulaciones y producir artritis
y sinovitis (Kleven et al, 1991). Si bien la morta-
lidad en estas dos formas de presentacion es
baja, la morbilidad es muy alta, lo cual se tra-
duce en importantes pérdidas econémicas pro-
ducto del bajo incremento de peso en los plan-
teles de pollos parrilleros (Mollison, 1985) y des-
censo de la postura en las gallinas ponedoras
(Mohammed et al, 1987).

En nuestro pais existen pocos estudios
sobre Micoplasmosis Aviar (Colusi et al.,1962,
1963; Cerda et al, 1993), pero de mucho valor
como antecedentes de la presencia de esta en-
fermedad en las granjas de nuestro medio ru-
ral. Por otro lado, es una preocupacion frecuente
entre los veterinarios y productores avicolas la
deteccidn de esta enfermedad en sus planteles,
ya sea mediante la observacién de signos clini-
cos caracteristicos o por los monitoreos serol6-
gicos positivos.

Este trabajo tiene como objetivo comuni-
car los primeros aislamientos en el pais de ce-
pas de M. synoviae a partir de pollos parrilleros
y reproductoras pesadas con lesiones articula-
res y sintomas respiratorios, asi como también
la metodologia empleada para la caracterizacion
de las mismas.

MATERIALES Y METODOS

Animales: Durante un periodo de 5 me-
ses, se tomaron muestras en dos granjas de la
Provincia de Buenos Aires productoras de po-
llos parrilleros y gallinas reproductoras pesa-
das. El muestreo abarcé un total de 29 pollos
parrilleros (5 correspondientes a la granja | y
24 a la granja Il) y 72 gallinas reproductoras
pesadas (30 de la granja | y 42 de la granja IlI).
Tanto los parrilleros de la granja | como los de
la granja Il presentaban una marcada inflama-
cion de las articulaciones y dificultad para ca-

minar al momento de la toma de las muestras.
Del mismo modo, las reproductoras de las dos
granjas presentaban leves signos respiratorios
consistentes en rales y chasquidos, y en algu-
nas de ellas, una escasa descarga mucosa
oculonasal.

Histopatologia: Se extrajeron muestras de
tendones de la region de los gastrocnemios,
pulmdn, higado, bolsa de Fabricio y rifidon de
los pollos parrilleros, y muestras de pulmdén de
las reproductoras, las que fueron fijadas en for-
mol neutro al 10%. Las mismas fueron deshi-
dratadas y embebidas en parafina, cortadas y
coloreadas con la técnica convencional de he-
matoxilina y eosina.

Serologia: Antes del sacrificio de los ani-
males, se realizaron sangrados por puncion
cardiaca en los parrilleros y puncion de la vena
del ala en las reproductoras. Una vez separado
el suero, se realizé la prueba de aglutinacion
rapida en placa (ARP) con antigeno de Intervet
(Intervet International B.V. Boxmeer-Holland)
para M. gallisepticum y M. synoviae, y de inhi-
bicion de la hemoaglutinacién (IH) con antige-
nos de produccion propia siguiendo la técnica
descripta por Vardamann et al (1969).

Muestras bacteriolégicas: Las muestras
tomadas consistieron en hisopados traqueales
de las reproductoras e hisopados traqueales y
de exudado articular de las articulaciones fé-
morotibiales de los pollos parrilleros. Los hiso-
pos se sembraron en forma directa sobre pla-
cas de Petri con medio sélido de Frey adiciona-
do con 12% de suero porcino, y luego se inocu-
laron en tubos con 2 ml de medio liquido de
Frey (Frey et al, 1968). A partir de estos tubos,
se realizaron 4 diluciones 1:10 para disminuir
los contaminantes y las sustancias inhibitorias
para los micoplasmas presentes en los tejidos.
Tanto las placas como los tubos sembrados se
incubaron a 37°C.

Aislamiento y caracterizaciéon: Los proce-
dimientos para el aislamiento e identificacion
de cepas fueron descriptos previamente (Cerda
et al., 1993; Koshimizu et al., 1993). En esta
oportunidad se logré mejorar el método de ais-
lamiento mediante el agregado, en los tubos con
medio liquido, de alicuotas de antisueros pro-
ducidos contra las especies sapréfitas de mico-
plasmas mas comunes en el tracto respiratorio
(M. gallinarum y M. gallinaceum) y que por su
rapido crecimiento (24 h) dificultan el desarro-
llo de M. synoviae (4 a 6 dias).

Luego de varios dias de incubacion de los
cultivos en medio liquido, se realizaron repiques
en medio sélido (medio de Frey con el agregado
de agar noble al 0,9%). Las placas se llevaron a
incubacidon a 37°C en camara humeda y en
aerobiosis hasta la deteccion, mediante el uso
de lupa estereoscopica, de colonias tipicas del
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género Mycoplasma. Las cepas aisladas fueron
clonadas tres veces para la obtenciéon de cepas
puras, conservandose a -20°C en medio liquido
de Frey con 10% de glicerol.

Con las colonias que crecieron sobre las
placas sembradas en forma directa, se realizé
la prueba de inmunofluorescencia directa a fin
de obtener un resultado més rapido.

Pruebas bioquimicas: Sobre las cepas clo-
nadas se realizaron las siguientes pruebas bio-
quimicas :

Ensayo de requerimiento de colesterol
para diferenciacion del género Acholeplasma.
Esta prueba se llevo a cabo sembrando las ce-
pas aisladas en medio so6lido de Frey sin suero.

Fermentacién de la glucosa: se realizé
mediante la inoculacién de 0,2 ml de cada cepa
en 2 ml de medio liquido de Frey, el cual contie-
ne una concentracion final de glucosa del 1%
(pH 7,6).

Hidrdlisis de la arginina: se inocularon
tubos con medio liquido de Frey con el agrega-
do de L-arginina (0,2 g/100 ml de medio, pH
7,0).

Actividad de la fosfatasa: se comprob¢ la
presencia de esta enzima de acuerdo a la técni-
ca de Bradbury (1983).

Reduccidn del tetrazolium: se llevé a cabo
seguin la técnica de Erno et al (1973).

Deteccion de la produccion de “film &
spot” (Freundt et al, 1983).

Pruebas seroldgicas:

Prueba de Inhibicion del Crecimiento: La
misma se llevé a cabo segun la técnica descrip-
ta por Clyde (1964) en la cual se emplearon
sueros anti-M. gallisepticum, anti-M. synoviae,
anti-M. gallinarum y anti-M. gallinaceum prepa-
rados en conejos con cepas de referencia de
acuerdo a la técnica descripta por Senterfit
(1983). Para la produccién de los antisueros se
utilizaron conejos californianos de aproximada-
mente 2 Kg de peso, los cuales fueron inocula-
dos con una suspension de micoplasmas desa-
rrollados en 1.000 ml de medio liquido de Frey,
centrifugados a 12000 rpm y lavados 3 veces
con solucién “buffer” de fosfato (PBS) pH 7,1.
El sedimento fue finalmente resuspendido en
10 ml de PBS y conservado a -30°C hasta el
momento de su uso. Para la inmunizacion se
realiz6 una emulsién de 4 ml de la suspension
de antigeno con igual cantidad de adyuvante
completo de Freund procediéndose a la inocu-
lacidon intramuscular de 0,5 ml de antigeno en
cuatro sitios distintos y 0,2 ml intradérmicos
en otros cuatro lugares. A los 21 dias se realiz6
una segunda descarga de 0,5 ml de antigeno
por via intramuscular en cuatro sitios. A los 42
dias de la primer inoculacion se realiz6 el san-
grado de los animales y se midié el titulo de
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anticuerpos de cada suero por medio de la prue-
ba de inhibicion del crecimiento, obteniéndose
en todos los casos, titulos satisfactorios (halos
de inhibicién entre 10 y 15 mm). Para el desa-
rrollo de esta prueba, se embebieron discos de
papel de filtro estéril con los distintos antisue-
ros. Estos se colocaron en el centro de las pla-
cas sembradas con cada una de las cepas ais-
ladas y las de referencia. Luego se incubé du-
rante 3 dias a 37°C y se evalué la presencia de
halos de inhibicidn en torno a los discos de pa-
pel.

Prueba de Inmunofluorescencia Directa:
Se llevé a cabo mediante el empleo de conjuga-
dos de M. gallisepticum y M. synoviae cedidos
gentilmente por el Dr. S.H. Kleven (Department
of Avian Medicine, University of Georgia). La
misma se realiz6 segun la técnica del “bloque
de agar” descripta por DelGiudice y Barile
(1983), con las siguientes modificaciones: lue-
go de varios dias de incubacion de las distintas
cepas en placas de agar, se seleccionaron dos
zonas con colonias separadas. Sobre éstas se
colocaron cilindros de plastico de 15 mm de lar-
go por 13 mm de didmetro, de manera que las
colonias quedaran dentro de un pocillo forma-
do por el cilindro y el agar. Se colocaron 2 gotas
de cada conjugado en cada pocillo y se incuba-
ron a 37°C durante 30 minutos. Luego se pro-
cedio al lavado de las colonias con PBS, se reti-
raron los cilindros, se levantaron las piezas cir-
culares de agar colocandose sobre un portaob-
jetos. Por ultimo, se adicionaron algunas gotas
de solucion de montar (60% de glicerol en PBS)
sobre las piezas de agar y se examinaron las
colonias con microscopio de epi-fluorescencia.

Cepas de referencia: Para la produccion
de los sueros hiperinmunes y el control positivo
de las distintas pruebas bioquimicas y serol6-
gicas, se emplearon las cepas de referencia de
M. gallisepticum PG-31, M. synoviae WVU 1853,
M. gallinarum PG-16 y M. gallinaceum DD, cedi-
das gentilmente por el National Institute of Ani-
mal Health de Tsukuba, Japon.

RESULTADOS

El estudio histopatolégico de las articula-
ciones mostré una marcada hiperplasia de las
vainas sinoviales donde se observo una gran
infiltracidon de heterdfilos y una infiltracion di-
fusa de linfocitos. En el higado se observaron
multiples focos de necrosis e infiltracidon de cé-
lulas linfoideas. En la bolsa de Fabricio se pudo
observar edema interfolicular y despoblamien-
to medular de los foliculos linfoideos. No se ob-
servaron alteraciones significativas en pulmén.
En las muestras de pulmon de las reproducto-
ras, se observaron algunas areas neumanicas
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Tabla N°1: Lugar de aislamiento de las cepas
de Mycoplasma synoviae.

Granja Animales N° de cepas aisladas/  Lugar de aislamiento
N° de muestras
Traquea  Articulacion
| Parrilleros 2/5 2 -
Reproductoras 4130 4 -
Il Parrilleros 324 1 2
Reproductoras 14/42 14 -

con leve infiltracién linforeticular y escasas le-
siones granulomatosas.

Del total de las 101 muestras procesadas,
se logré el aislamiento de 23 cepas de micoplas-
mas (5 de pollos parrilleros y 18 de gallinas re-
productoras) (Tabla N°1), las cuales se caracte-
rizaron por el lento desarrollo (4 dias) de colo-
nias con la tipica forma de “huevos fritos”. To-
das las cepas demostraron requerir medios con
suero para su crecimiento, fermentaron la glu-
cosa y no hidrolizaron la arginina. Todas fue-
ron negativas a la prueba de fosfatasa y a la de
reduccidn del tetrazolium, y produjeron “film &
spot”. Las cepas aisladas fueron inhibidas en
su crecimiento por el antisuero anti-M. syno-
viae.

Mediante la técnica de epi-inmunofluores-
cencia directa se detecto fluorescencia especifi-
ca en las colonias frente al conjugado anti-M.
synoviae. Esta técnica permitio detectar colo-
nias de M. synoviae entre colonias de otras es-
pecies de micoplasma en las placas sembradas
en forma directa, con lo cual se obtuvo un diag-
naéstico rapido (4 dias) de la enfermedad.

En el estudio serolégico, todos los sueros
analizados reaccionaron positivamente frente al
antigeno de M. synoviae en la prueba de ARP y
negativamente a M. gallisepticum. En la prueba
de IH, el 100% de las muestras fueron negati-
vas a M. gallisepticum, mientras que el 80% fue-
ron positivas a M. synoviae (Tabla N°2).

Tabla N°2: Resultado de las pruebas seroldgicas
de aglutinacion rapida en placa e inhibicion de
la hemoaglutinacion

ARP H
Ganja Ariméles N de MG?  MSP VG S
muestras (o) (Htd)  (Htot)  (+td)

I Parrilercs 5 05 55 05 0’5
Repraductoras 0 0D 303 00 24D

I Parrilercs 24 % 2424 024 194
Repraductorss 2 (0 2R e R0 Vv R ")

a: Mycoplasma gallisepticum
b: Mycoplasma synoviae

DISCUSION

Segun las caracteristicas de crecimiento,
el tamafo de las colonias y sus propiedades
bioguimicas y seroldgicas, los organismos ais-
lados corresponden a cepas de M. synoviae.

El aislamiento de M. synoviae a partir de
muestras extraidas de articulaciones es, por si
misma, muy dificultosa debido al poco tiempo
de viabilidad del microorganismo en estos teji-
dos (Olson et al., 1984). Por tal motivo es im-
portante destacar el aislamiento de dos cepas
de estos sitios, confirmando el tropismo de esta
especie de micoplasma por los tejidos articula-
res.

El empleo de antisueros contra las espe-
cies saprofiticas de micoplasmas frecuentemente
presentes en el tracto respiratorio, segun reco-
mendaciones de Kleven (datos no publicados)
fue de gran utilidad para inhibir el desarrollo
de las mismas y permitir el crecimiento de M.
synoviae, el cual requiere hasta de una sema-
na o mas dias para su crecimiento.

Coincidiendo con los estudios de otros
investigadores (DelGiudice y Barile, 1983), la
técnica de inmunofluorescencia directa confir-
moé ser un método rapido, sensible, y de facil
realizacion para la identificacidon de cepas ais-
ladas a campo, principalmente cuando se trata
de cultivos mixtos dado que no es necesario rea-
lizar el clonado de las mismas.

Con respecto al estudio seroldgico y se-
gun se detalla en la Tabla N°2, es importante
hacer referencia a algunos puntos. En primer
lugar destacar la alta prevalencia de animales
seropositivos a M. synoviae en contraposicion a
la no deteccion de positivos a M. gallisepticum.
Esto se correlaciona con observaciones hechas
a campo por numerosos productores y profe-
sionales avicolas. Por otra parte es valido des-
tacar la importancia de la técnica de IH como
prueba confirmatoria en el diagnéstico de la Mi-
coplasmosis Aviar debido a su alta especifici-
dad, pero so6lo cuando un bajo porcentaje de
muestras reaccionan positivamente por ARP
(Kleven, 1975). El empleo de esta técnica en
animales con brotes agudos puede conducir a
diagndsticos equivocados por obtencion de re-
sultados “falsos negativos”, como se observa en
las 5 muestras de parrilleros de la granja I. Por
tal motivo, seria recomendable utilizar la técni-
ca de ARP como prueba tamiz para el analisis
de un numero grande de muestras y confirmar
el diagnéstico mediante aislamiento o IH en caso
de obtener un bajo ndmero de muestras positi-
vas, o bien repitiendo el estudio en un lapso de
10 A 15 dias.

Al igual que en la mayoria de los paises
de alta produccion avicola, tanto la ERC como
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la Sl estan desempefiando un importante pa-
pel en las pérdidas de produccidon en nuestro
pais. Los brotes de estas enfermedades han ido
en aumento desde hace unos afios como pro-
ducto del marcado incremento en la importa-
cion de pollitos BB de reposicion de los plante-
les de reproductoras. Esto se debe a que en
muchas oportunidades, los controles serolégi-
cos que se realizan a la entrada de estos lotes,
no llegan a detectar a los animales positivos por
falta de sensibilidad de las técnicas empleadas
como pudo observarse en este trabajo.
Durante varios afios hemos intentado ais-
lar a este microorganismo de diferentes brotes

Mycoplasma synoviae en pollos

de ERC y Sl pero sin éxito. Mediante la estan-
darizacion de las técnicas de aislamiento y el
apoyo de laboratorios privados y empresas avi-
colas se logré aislar e identificar por primera
vez en el pais cepas de M. synoviae.

En trabajos posteriores se realizaran es-
tudios de las cepas aisladas a fin de conocer su
grado de virulencia mediante la inoculacion de
pollos SPF (libres de patdégenos especificos), es-
tudios de sensibilidad a distintos antibioticos
de uso comercial, y estudios de los perfiles pro-
teicos y de los fragmentos de restriccion a fin
de obtener datos acerca de la epidemiologia de
esta enfermedad.
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