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RESUMEN

El objetivo de este estudio fue aislar a los Micoplasmas asociados a la enfermedad
de Neumonia®Enzodtica Porcina. Se procesaron 74 muestras, 55 muestras de
hisopos nasales desterdos con problemas respiratorios, con un rango de edad de 4
a 12 semanas de unidades de produccion del Estado de Guanajuato y del Estado
de Hidalgo, y 19 muestras de pulmones con lesiones caracteristicas de la
enfermedad, obtenidos ‘de un rastro del municipio de Xalapa, Veracruz. Las
muestras fueron procesadasen el medio de Friis, mediante la técnica de aislamiento
como lo indica (Tully., 1983) emliquido y sélido, incubadas a 37 °C en aerobiosis y
microerobiosis para permitir el desarrollo de bacterias similares a Micoplasmas. De
las 74 muestras 38 (51.35%) fuerorr positivas a la presencia de colonias tipicas de
micoplasmas y 36 (48.64%)_faeron negativas. Se observo que del total de las
muestras positivas 29 (52.7%) & 9. (47.3%)_fueron de hisopos nasales y pulmén
respectivamente. Los aislados se identificaromr como Mycoplasma spp con las
pruebas de filtrabilidad por 0.45 miCras, morfologia colonial, dependencia a
esteroles con la prueba de la digitonina.“Observando.una prevalencia de 51.35% de
Mycoplasma spp en las muestras de hisopos nasales'y pulmones de cerdos con

problemas respiratorios.

Palabras claves. Mycoplasma spp, Neumonia Enzodtica Porcina,s Aislamiento

bacteriano.



1. ANTRODUCCION

Las enfermedades respiratorias se encuentran entre los problemas méas importantes
de salud asaciados con la produccion porcina. Los procesos respiratorios en cerdos
raramente estan eausados por un solo microorganismo, habitualmente se deben a
la interaccion de diferentes patdgenos, primarios y secundarios como Virus del
Sindrome Reproductoer y. Respiratorio Porcino, Virus de la Gripe Porcina, Circovirus
Porcino tipo 2, Virus de la-Enfermedad de Aujeszky, Mycoplasma hyopneumoniae,
Pasteurella multocida, Streptococcus suis, Haemophilus parasuis y Actinobacillus
pleuropneumoniae que en ¢onjunto y sumado a los factores ambientales y a las
practicas de manejo de las({explotaciones, desencadenan las enfermedades
(Martinez Lobo et al., 2007).

La Neumonia Enzooética Porcina..(NEP) causada principalmente por M.
hyopneumoniae (Hansen et @l 2010), enfermedad de alta distribucion mundial,

afectando en mayor medida a loS _sistemas de produccion intensivos.

Mycoplasma hyopneumoniae es el/agente directo responsable de la Neumonia
Enzootica Porcina (enfermedad crénica que afectasa los cerdos). Esta enfermedad
es altamente prevalente, (entre 30% y 100%) en la produccién porcina del mundo,
Micoplasma hyopneumoniae causa infecciones que prevocan pérdidas econdmicas

significativas (Thacker y Minion, 2010).

Se hademostrado que Mycoplasma hyorhinis 'y M. _floculare también
juegan un papel importante tanto en la (NEP)
como en el complejo respiratorio porcino (CRP) (Lin et al., 2006; Palzer et al.,
2008; Hansen et al., 2010).
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Objetivo general

Detectarla presencia de micoplasmas asociados a la Neumonia Enzodtica Porcina,
por medio del aislamiento e identificacion del género con el fin de establecer la

prevalencia del microorganismo en cerdos con problemas respiratorios.

Objetivo especifice

Aislar bacterias del género Mycoplasma spp en el medio de Friis a partir de muestras
de hisopos nasales y pulmones de cerdos con problemas respiratorios.
Identificar con pruebas bdsiCas, digitonina, filtrabilidad y morfologia colonial, las

bacterias del género Mycoplasma spp

Hipotesis

Los micoplasmas son bacteriaSasociadas)a problemas respiratorios de los cerdos,
es factible aislar al agente responsable de.la’Neumonia Enzodtica porcina en un
20% de las muestras analizadas, si'los cerdos/presentan problemas respiratorios

cronicos de esta manera es probable evidenciar a’Mycoplasma hyopneumoniae en

las unidades de produccion.

Justificacion

Debido a que la Neumonia Enzootica porcina es una enfermedad respiratoria
cronica de alta morbilidad, es importante aislar a los micoplasmas involucrados
como patégeno primario a partir de muestras de hisopos nasales y pulmones de
cerdos con problemas respiratorios con el fin de identificar al género y especie por

medio de pruebas de diagndstico bacterianas.

11



2REVISION DE LITERATURA

Los problemas de neumonias en cerdos se deben a una interaccion entre

patdgenes, primarios y secundarios (Cuadro 1), sumado a los factores ambientales

y a las practicas de manejo de las explotaciones, desencadenan las enfermedades

(Martinez Loboset al., 2007). Dentro de los cuales se destacan los Micoplasmas.

Cuadro 1. Problemas de salud comuUnmente identificados a nivel mundial

Problemas de“salud:

Proporcion de responsables

PRRS

Mycoplasma hyopneumoniae
Escherichia coli
Streptococcus suis

Swine Influenza

lleitis

Haemophilus parasuis
PCV2AD

Actinobacillus pleuropneumoniae
Disenteria Porcina
Lombris/Parasitos

Ulcera gastrica

Pasteurella multocida

50.1%
41.7%
35.6%
34.8%
34.8%
34.4%
28.6%
25.4%
21.3%
17.5%
17.1%
16.1%
11.5%

12
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2.1. Micoplasmas

Los micoplasmas son taxonémicamente clasificados como miembros de la clase de
los Mollicutes, un grupo de bacterias caracterizadas por la falta de una pared celular.
Las células de, Micoplasmas son en su mayoria esféricas y su tamafio es de un
intervalo de 0.3a.0.8 micras (Razin, 2006).

Pudiendo atravesatr filtros de entre 220 y 450 nm. Poseen una membrana plasmatica
trilaminar de 7.5-10 /Am de grosor (a diferencia de las demas membranas
bacterianas, contiene._colesterol, fosfolipidos y glicoproteinas) que junto con las
proteinas constituyen los<determinantes antigénicos mas importantes (Poveda et
al., 2002). La capa mas ‘externa esta compuesta por proteinas (la cual da al
Mycoplasma la capacidad de.-adherirse a las células respiratorias mediante
interacciones hidrofébicas) y por carbohidratos; ademas se observa una especie de
capsula de naturaleza polisacarido..Su, citoplasma es rico en ribosomas, granulos
citoplasmaticos y su ndcleo esté constituido por moléculas bicatenarias de ADN y
ARN (Andrada et al., 2002).

Genoma

El genoma de los micoplasmas es de alrededor de"600 a 2,000 kb, correspondiente
a 600-800 genes, que es el minimo necesario para tener vida independiente. Este
presenta un bajo contenido de guanina y citosina, entre 23:40% y es rico en adenina
y timina, hasta un 70%. Ademas, utilizan un cédigo genétice alternativo, donde el
codon TGA codifica el aminoacido triptéfano en lugar de la habitual sefial de paro
de las procariotas (Nicholas et al.,2008, Dybving et al., 1996).

Este bajo numero de genes corresponde con la cantidad de proteinas\que pueden
sintetizar (en torno a 400) y, en consecuencia, también esta relacionado con su
capacidad metabdlica y actividad enzimatica. De ahi viene su modo de vida como
parasito (Razin y Freundt, 1984). Las cepas de Mycoplasma hyopneumoniae
secuenciadas hasta el momento son las cepas J 232 y 7448, aisladas en México y
Estados Unidos (Minion et al., 2004; Vasconcelos et al., 2005; Liu et al., 2011).
Cottew et al.,, 1987 demostraron que algunas especies de micoplasmas estan

filogenéticamente altamente relacionadas, siendo clasificadas dentro del mismo
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grupe” “mycoides” esta relacibn esta clara con las pruebas bioquimicas
convencionales, reacciones inmunolégicas, hibridaciéon del ADN, andlisis de la
secuenegia.de ARNr 16S por medio de la técnica de PCR (Thiaucourt et al., 2000;
Nicholas 2002), es asi que la identificacion de estas especies se dificulta ya que no
pueden ser diferenciados bioguimicamente, ademas de presentar reaccion cruzada
con antisuerospoliclonales dirigidos contra los diferentes miembros del grupo
(Taylor et al., 1992);

Los ribosomas de esteS)ymicroorganismos presentan las caracteristicas tipicas de
las procariotas, con un(cogficiente de sedimentacion 70S, con tres tipos de ARN
ribosomal, (5S, 16S y 23S), en estas estructuras especialmente en la 16S ARNr
existe un alto grado de conservacion en las secuencias nucleotidicas en la Clase
Mollicutes, por ello se utiliza como.marcador filogenético para la diferenciacién de
los géneros Mycoplasma y Acholeplasma, aunque presenta la desventaja de contar
con un gran numero de copias en su‘genoma, lo que puede provocar o conllevar a
la identificacibn de secuencias—-0 marcas moleculares mdultiples en un solo
organismo (Razin, 1984).

Debido a que su genoma es pegueio, 105 ‘'micoplasmas se someten a un
metabolismo limitado y tienen pocas rutas biosintéticas (Razin et al., 1998). La falta
de vias biosintéticas implica que neceSitan purinas~y pirimidinas para obtener
aminoacidos y componentes de la membrana para susCrecimiento en el ambiente
(Thacker and Minion, 2010).

A pesar de las diferencias fundamentales entre micoplasmas y otras bacterias,
muchos aspectos de la biologia molecular de los micoplasmas _son similares a las

bacterias gram-positivas (Thacker and Minion, 2010).
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2.2. Neumonia enzodética

La Newumonia Enzodtica Porcina, también conocida como neumonia micoplasmal,
es causada por M. hyopneumoniae (Mh), es una de las enfermedades mas
importanteS _gue asociadas con otros microorganismos, causa pérdidas en la
produccién porcina (Sibila et al., 2009; Simionatto et al., 2013). La infeccion es
caracterizada por unpa tos esporadica, seca y no productiva, retraso en la tasa del
crecimiento y la utilizaeion ineficiente del alimento. Esta enfermedad no tiene una
alta mortalidad, pero Si.una alta morbilidad. Esta infeccion ocurre generalmente por
contacto directo con ‘secCreciones respiratorias de animales portadores. Sin
embargo, se han encontradorinformes que hablan de una trasmision en el aire

incluso a varios kildmetros de“distancia (Stark et al., 1998; Otake et al., 2010).

2.3. Caracteristicas generales de Mycoplasma hyopneumoniae

Las colonias de (Mh), se caracierizan por poseer forma cocoide, no presentan
motilidad y producen pequefias colonias carentes de punto central, normalmente
convexas y granulares al ser observadas* €on* magnificacion. Presentan un
crecimiento lento al ser cultivadas in ‘vitro, pudiendo ser utilizados para este fin
diferentes medios de cultivos, entre los que se encuéntran; Friis, SP4 y medio A26.
Las condiciones Optimas de cultivo, se encuentran a 37 °C_con agitacién constante
(Brown, 2010). Desde el punto de vista bioquimico (Mh) se caracteriza por fermentar
la glucosa mientras no es capaz de hidrolizar la urea o la arginina (Friis, 1972; Ross
y Wittlestone, 1983).
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Epidemiologia

La Neumonia Enzootica Porcina presenta una distribucion mundial, con mayor
prevaleneiayen aquellos paises donde existe un alto indice de produccién porcina
(Thacker, 2006). Los cerdos domeésticos y jabalies se pueden ver afectados por
(Mh), (Sibila etak, 2010) (Sibila et al., 2004a; Fano et al., 2007; Maes et al., 2008a,;
Martinez et al., '2009; Fraile et al., 2010; Meyns et al., 2011; Fablet et al., 2012b;
Nathues et al., 2012b).

Ademas, la prevalenciaes mayor en los lechones destetados, de 0 a 51 por ciento
(Sibila et al., 2004a; Fang-€t al., 2007; Sibila et al., 2007b).

Transmision

La transmision de Mh puede tener lugar por diferentes rutas. La transmisién entre
los rebafios se produce principalmente porda introduccion de animales infectados o
aerotransportado. En cuanto a la‘transmision,dentro de los rebafios, se puede
distinguir entre verticales (de la cerda ada descendencia) y la transmisién horizontal
(entre los cerdos del mismo corral). ‘La tranSmision horizontal se produce
predominantemente a través del contacte” nariz can nariz (Calsamiglia y Pijoan,

2000). Hasta la fecha, no se ha informado transmision’en‘el tero o lactogénica.

Horizontal

El contacto de nariz a nariz entre comparieras del corral o incluso entre los cerdos
de diferentes corrales puede dar lugar a la propagacion de (Mh), de animales
infectados susceptibles (Thacker y Minion, 2012).

La transmision aérea ha demostrado ser importante para (Mh). Ya que (Goodwin,

1985) declar6 que los rebafios libres de (Mh), pueden infectarse con esté patogeno

si otros rebarios infectados se encuentran dentro de una distancia de 3,2 kildbmetros.

16



M. hyopneumoniae coloniza las células epiteliales ciliadas del tracto respiratorio,
danando las células y predispone a animales infectados de invasores secundarios
(Thacker and Minion, 2010).

Pese a que tedos los animales son susceptibles, los animales en crecimiento son
los que se ven’en su mayoria mas afectados. En rebafios sin inmunidad puede
afectar a cerdos'de todas las edades, incluyendo lechones y animales de cria (Sibila
et al., 2007).

Patogénesis

La patogénesis de las infecciones por (Mh), incluye varios pasos: adherencia a las
vias respiratorias, la modulacion del'sistema inmune que conduce a dafios de tejido
pulmonar y la persistencia en el tracto’respiratorio, asi como la interaccién con otros
agentes infecciosos. Tos no preductiva es el signo clinico mas obvio. Las lesiones
macroscopicas son caracterizadas por bropconeumonia catarral. Consisten en rojo
a purpureo, areas consolidadas‘en los l6bulos. pulmonares como en las partes,
craneal ventral, apical, cardiaca, acceserios y l6bulos diafragmaticos. El diagndstico
de la neumonia enzodtica se hace generalmente”a nivel de rebafio en lugar de a
nivel individual nivel (Thacker y Minion, 2012; Taylor, 2013).

Signos clinicos

La presencia de la tos en cerdos de engorde combinados ‘con lesiones de
bronconeumonia cronica, asi como el pobre rendimiento y la eficiencia de la
alimentacion durante el periodo de engorde pueden llevar a un presunte.diagnoéstico
de la neumonia enzodtica. Sin embargo, el diagnostico definitivo se basa en la
deteccion de (partes de) Mh. El diagnodstico diferencial debe considerar otras
posibles causas de tos, asi como las bacterias y los virus que causan lesiones-de

neumonia similares a Mycoplasmas (Sibila et al., 2009).
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La forma clinica puede afectar parametros productivos tales como el indice de
conversion alimenticia o la ganancia media diaria de peso (Straw et al., 1999;
Sibila etsal,, 2009). A nivel pulmonar, la infeccidn por este patdégeno suele dar lugar
a una neumenia bronquiolo-intersticial que en asociacion con otras bacterias pasa
rapidamente.a‘bronconeumonia catarral-purulenta. La visidn macroscopica habitual

de estas lesiones es de consolidacion pulmonar craneo ventral.

A nivel de campo, se*han observado dindmicas de infeccion variables que pueden
afectar la gravedad y la frecuencia de las lesiones pulmonares (Vicca et al., 2003).
Esta variabilidad se ha atribuide a factores tales como la presencia de coinfecciones,
condiciones de manejo y estabulacion y, finalmente, a la existencia de distintas
cepas de M. hyopneumoniae que podrian tener distinta virulencia (Vicca et al.,
2003; Maes et al., 2008). El conocimiento que se tiene hoy en dia de este ultimo

factor es bastante limitado.

A nivel individual: un mismo animal puede/estar coinfectado simultaneamente por
varias cepas de Mh, (Nathues et\al.,,2011; Vranckx et al., 2011; Charlebois et al.,
2014). Ademas, se ha sugerido que esta infeceion por distintas cepas podria dar
lugar a lesiones pulmonares mas graves, (Villareal€etal., 2011; Vranckxet al., 2011).
También se ha descrito que la infeccién con Mh, no impide la colonizacién posterior
con una variante clonal de la cepa o con otra cepa de bajavirulencia (Vranckx et al.,
2011; Villareal et al., 2011).

A nivel de granja: se sabe que puede haber mas de una cepa en circulacion pero
que, en general, el brote de neumonia enzodtica esta producido.por solo una cepa
(Nathues et al., 2011). Dentro de los factores de riesgo que podrian<Contribuir a la
introduccidon de nuevas variantes de M. hyopneumoniae en una granjasserian los
sistemas de produccion tradicionales (flujo continuo) y la proximidad a otras granjas
(Nathues et al., 2011, Charlebois et al., 2014).

A nivel territorial: se han descrito diferencias en cuanto a la variedad de cepas
circulantes entre paises, zonas geograficas e incluso entre granjas de un misma

pais. Por el momento no se ha detectado ninguna relacion entre cepa y origen
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geogréfico (Dos Santos et al., 2015). Entender la variabilidad entre cepas de Mh, es
importante para conocer mejor la epidemiologia de la infeccién e intentar obtener

un mayer rendimiento de las herramientas de control establecidas.

Lesiones

Las lesiones pulmonares de Mh, constan de un color purpura a gris en areas de
consolidacion pulmenar, principalmente localizada bilateralmente en los I6bulos
apical, intermedio, aceesorio y las piezas craneales del I6bulo diafragmatico (Maes
et al., 2008).

Tales lesiones se denominan.como consolidacion pulmonar craneoventral (CPCV).
Los Iébulos inflamados se producen a principios y mediados de las etapas de la
infeccidon, mientras que las lesiones crénicas consisten generalmente de cicatrices

interlobulares con retraccion del tejido (Maes et al., 2008).

En tal escenario, la presencia de-.EPCV-puiede ser indicativo de la participacion de
(Mh). Sin embargo, ya que otros microerganismos pueden producir lesiones
similares, es necesario realizar ‘pruebas de laboratorio para la confirmacion
(Thacker, 2004, Sibila et al, 2009).

A nivel de matadero, la evaluacibn de las lesionés pulmonares se utiliza
comunmente para estimar la prevalencia y gravedad’ de las enfermedades
respiratorias y su impacto en el precio de la canal en el mercado y la evaluacion de

factores de riesgo, la eficacia de la vacuna (Sibila et al, 2009;'Merialdi et al, 2012).
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2.4. Diagnéstico de Mycoplasma hyopneumoniae

Variasimetodologias se utilizan para diagnosticar las infecciones causadas por (Mh).
Los signes glinicos y lesiones patoldgicas se utilizan para un diagnostico presuntivo
de Neumonia+ Enzootica, pero se requieren pruebas de laboratorio para un
diagndstico efectivo. Aunque el cultivo de (Mh) es considerado la prueba de oro para
el diagndstico, este.método no es utilizado habitualmente (Sibila et al., 2009). Esto
se debe a que el aislamiento del patdgeno en medio Friis es muy complicado (Friis,
1975). Ademas, la presencia de otra especie de micoplasma puede inhibir el
crecimiento de (Mh), representando su aislamiento aun mas dificil. Por lo tanto, el
hecho de cultivar este organismo de animales potencialmente infectados, no se
puede descartar la infeccion en.la;manada (Thacker, 2004). Actualmente la prueba
de PCR es la técnica mas sensible: para detectar infecciones causadas por (Mh)
(Calsamiglia et al., 1999).

El primer aislamiento de M. hyopneumonia€e se realizé en 1965 en los EE.UU. (Mare
y Switzer, 1965) y el Reino Unido’(Goodwin‘et al., 1965).

En los afios 70’s del siglo pasado,1a investigaCion_importante se llevé a cabo para
determinar las principales caracteristicas de este“0rganismo. Es muy sensible a las
condiciones ambientales debido a la ausencia de_una pared celular (Goodwin,
1972). En 1973, la cepa J fue aislada (Whittlestone;~1973), que sigue siendo
considerado como la cepa de referencia. Puede cultivarse in vitro, pero requiere
medio suplementado con suero y crecimiento en el medio Friis (Friis, 1975). El
cultivo y aislamiento de (Mh) es laborioso, consume tiempo y'con’frecuencia no es
exitoso, por lo que el aislamiento no se utiliza para la rutina diagnostica. Por otra
parte, hay contaminacion frecuente con otros micoplasmas tales como M. hyorhinis
(presente en el tracto respiratorio de los cerdos) y M. flocculare' (especie no
patdgena que tiene similitudes con respecto a morfologia, crecimiento y
antigenicidad de (Mh), (Thacker y Minion, 2010). La fastidiosa naturaleza’de, los
micoplasmas y la falta de sistema genético para esclarecer las estructuras de las
proteinas y funciones han dificultado la comprension de su biologia. Las especies

de micoplasmas han desarrollado estrategias para variar su topografia en la
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superficie para evitar la deteccion y erradicacion por la respuesta inmune del

huéspéd (Browning et al., 2011).

La identificacion de este patdgeno en el diagndstico de laboratorio por infecciones
por Mycoplasma,se ha basado en los analisis bacteriolégicos clasicos incluyendo la
morfologia, caracteristicas de cultivos, fisiologicas y propiedades serologicas. Si
bien estas pruebas siguen ocupando una parte importante en el diagnéstico de este
agente, nuevas pruebaS)basadas en el analisis molecular de ADN gendmico, ADN
ribosomal, proteinas deda célulay los lipidos, parecen hacer a un lado a las pruebas
cladsicas y se puede esperar-que estas pruebas moleculares prevalezcan en la
identificacion de Micoplasmas; en particular con respecto a las especies de

crecimiento lento y/o extremadamente exigentes.

2.5. Identificacion serolégica

La tradicional identificacion por (métodos serologicos del agente etioldégico esta
basada sobre la inhibicion dél;~erecimiento,  inhibicion del metabolismo,
epifluorecencia y peroxidasa (Lamberty1987) y~un4método mas reciente es el dot-
ELISA.

Inhibiciéon del crecimiento

Estd basada en la observacion de la inhibicion del creCcimiento mediante un
antisuero especifico y se puede realizar sobre el medio de cultivo sélido y liquido.
En el medio sélido se observan halos de inhibicion y en el medie. liquido se realiza
la prueba inhibicion del metabolismo. La inhibicion del crecimiento en.el medio solido
es una prueba especifica y se requiere un medio de cultivo apropiado;.un antisuero
con altos titulos y un microscopio estereoscopico. Los micoplasmas en’estudio
deben estar en cultivo puro ya que los cultivos mezclados pueden ocasionar
conclusiones erroneas porque la zona de inhibicion puede estar enmascarada’ por
el desarrollo del organismo no inhibido. El in6culo de micoplasmas deben tener 10-

4 a 10-5 UFC /ml. Después de realizar la siembra es recomendable poner el medio
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sélide’a temperatura de 22-30°C antes de poner las placas a 37°C para evitar falsos
negativos, debido a que los microorganismos que desarrollan rapidamente
producen pequefias zonas de inhibicion. Cuando no se observan halos definidos de
inhibicion ©.se observan colonias dentro del halo de inhibicion es recomendable
repetir la prueba. Los halos de inhibicién se deben medir a partir del borde del papel
filtro hasta la lin€ayde desarrollo de los micoplasmas. Un halo positivo debe medir

5mm o0 mas y zonassmenores se deben considerar negativas (Goll, 1994).

Inhibicion del metabalismo

Es una prueba muy especifica’y de alta sensibilidad. Esta prueba es utilizada para
clasificar y caracterizar micoplasmas, detectar diversidad antigénica entre especies,
determinar titulos de anticuerpes_o evaluar la potencia de un suero de prueba
utilizando cultivos conocidos de micoplasmas y realizar estudios epidemiolégicos.
La técnica esta basada en la multiplicacion de los micoplasmas en el medio liquido
conteniendo un sustrato especifice (glue@sa, arginina, urea o tetrazolio) que seré
utilizado por el metabolismo bactériano. Los productos metabdlicos alteraran el ph
del medio de cultivo provocando cambios,de color (UCC). El cultivo bacteriano debe
estar titulado para lograr una apropiada dilucion-de:100-1000 unidades cambio de
color (UCC) sobre una unidad de volumen. La técnica-utiliza antisueros homélogos
para inhibir micoplamas, la actividad inhibitoria deslos antisueros decrece el
metabolismo bacteriano y, por lo tanto, indirectamente, previene el cambio de color.
Un titulo de prueba de un suero es la mas alta dilucion degSuero que previene un
cambio de color del medio. Los sueros de animales tratados“pueden inhibir la
multiplicacion de los micoplasmas y minimizar el efecto de lesvanticuerpos. La
contaminacion bacteriana puede provocar una interpretacion erronea en un titulo
bajo del antisuero (Goll, 1994).
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2.6. Deteccion seroldgica de la infeccion por M. hyopneumoniae

Las pruebas serologicas se utilizan comunmente para controlar el estado de salud
de las plaras de cerdos. La deteccidn de anticuerpos frente a (Mh) se puede lograr
mediante la prueba de ELISA y con menor frecuencia mediante la prueba de fijacion
del complemento. Los perfiles de anticuerpos en rebafios de cerdos requieren una
prueba simultanea,‘de grupos de animales de diferentes edades (estudio
transversal) o la prdeba’de un grupo de animales en todo el ciclo de produccién por
la prueba de ELISA.

La prueba de ELISA en este contexto es un método rapido, de bajo costo y
facilmente automatizado qué proporciona informacion util sobre la presencia de
anticuerpos de origenes maternes y adquiridos, asi como en el tiempo necesario
para que los animales sufran seroeonversion. Un bloqueo por ELISA (IDEI, kit
Micoplasma hyopneumoniae EIA Oxoid) y dos pruebas de ELISA indirectas
(HerdChek, IDEXX y Tween«20-ELISA) son las pruebas seroldgicas de uso mas

frecuentes. Pruebas que detectan.anticuerpos contra (Mh).

Estudios comparativos han reportado diferentes. especificidades y sensibilidades
entre estos kits (Pijoan, 1994; AmeriéMahabadi_et al., 2005; Erlandson, 2005),
cuando las discrepancias en los resultades de las“pruebas serolégicas se han
identificado, un inmunoensayo con Western Blot (WBI)/afocalizacion de diferentes
antigenos de (Mh) se puede usar para la confirmacion de.€sta prueba (Ameri et al.,
2006). La utilidad de un perfil de anticuerpo puede ser obstaculizada por la variacion
en los resultados de la prueba de ELISA dependiendo de la prueba utilizada (Ameri-
Mahabadi et al., 2005; Erlandson, 2005); la incapacidad de“a serologia para
diferenciar la infeccion natural de la vacunacion; falta de correlacion entre las
diferentes medidas de titulos de anticuerpos; variaciones en la deteccion de
anticuerpos frente a diferentes cepas de (Mh), (Strait et al., 2004); una variabilidad

significativa en el tiempo empleado por los animales de seroconversion.

El retraso en la seroconversion esta asociado con la infeccion de este patogeno

debido al hecho de que (Mh) se fija al epitelio respiratorio ciliado y no invade el tejida

23



pulmenar a la misma medida que otros patdogenos. Esto puede resultar en

presentacion mas lenta de mayor antigeno de micoplasma para el huésped.

Cabe destacar el hecho que no existe una correlacion entre los titulos de

anticuerpos y-la proteccion contra la infeccion (Maes et al., 1996).

2.7. Control

En el control de Mh“ademas de los programas de vacunacién existen otros
elementos a tener en cuenta que tienen una incidencia directa sobre la circulacién

del agente (Estrada, 2003), tal es el caso de:

+ Sistema todo adentro todo afuera

* Presencia de contaminantes ambientales como el amonio y el CO2
* La humedad en las instalaciones

* La ventilacién y velocidad del aire

* Destete temprano medicado o segregado

Entre los antibioticos que han mostrado.ser altamente eficiente se encuentran la
Tiamulina, Lincomicina, Tylosina, Aivlosin, Quinolononasyy las Tetraciclinas (Vicca
y cols., 2002b). Por otra parte, los programas de vacunacion contra Mh proporcionan
un efecto importante en relacion con la disminucion de la lesion pulmonar, el cuadro

clinico y reduciendo la infeccion por agentes secundarios.

El uso de antibiéticos como método de control y profilaxis esta altamente
extendido en la produccion porcina industrial. La pauta de medicacion mas
utilizada incluye el uso de piensos medicados de una a tres semanas, empezando
una semana antes del comienzo de la enfermedad (Thacker et al., 2004). Este
sistema reduce notablemente el nUmero de células de Mh presentes, pero no_logra
evitar por completo la invasion por parte de este agente bacteriano.

Actualmente, la mayoria de los paises con sistemas de produccion intensivos de

porcino incluyen pautas de vacunacion frente a Mh. Como indicador de este dato,
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cabe«destacar que la vacuna frente a Mh es una de las dos vacunas mas vendidas
en gzado de la sanidad animal a nivel global (Meeusen et al., 2007).

)
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3.0 MATERIALES Y METODOS
3.1. Ubicacion geogréfica

La colectidon de muestras se realizo de granjas de produccion porcina en los estados

de Hidalgo, Guanajuato y Veracruz, en el mes de Septiembre y Octubre del 2015.

3.2. Muestras

Se colectaron 74 muestras, de las cuales 55 fueron hisopos nasales de cerdos con
problemas respiratorioS.de dos unidades de produccion porcina ubicadas en el
Estado de Guanajuato e Hidalgo. Y 19 pulmones de cerdos que presentaban

lesiones neumonicas de un rastro en el municipio de Xalapa, Veracruz.

3.3. Muestreo

Se colectaron muestras de hisopos nasales de cerdos con problemas respiratorios,
los cuales fueron depositadeS/en el medio de cultivo de Friis, transportados y
conservados a 4 °C. Los pulmones-fueronsdepositados en recipientes estériles,

transportados y conservados en congelacion.

3.4 Aislamiento de Micoplasmas

Para el aislamiento de micoplasmas se utilizé el medio.de cultivo de Friis (Cuadro
2) modificado (Friis, 1972). Los hisopos fueron incubades ay37 °C por 24 horas para
permitir el desarrollo del micoplasmas. Los pulmones fueron macerados en el medio
de cultivo de Friis en condiciones estériles. Posteriormente, sé tomaron 200 pl de
medio liquido del hisopo y 200 ul del macerado de pulmény fueron depositados en
1.8 ml de medio liquido de Friis y se realizaron diluciones decimales; (10! hasta
10). Las diluciones fueron incubadas en aerobiosis a 37 °C de 24 a-48 horas. Al
mismo tiempo, se sembro en el medio solido de Friis el cultivo del hisopo eonservado
en el medio liquido y del macerado de pulmoén, se tomaron de cada uno de.ellos 30
ul, las placas de agar fueron incubadas de 48 horas hasta 7 dias en microaerobioesis
a 37° C con el 80-85 % de humedad.

Las diluciones se revisaron cada 24 horas hasta observar cambio de pH y/o
turbidez, las diluciones que presentaron cualquiera de las dos reacciones, se
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sembraron en placas de medio solido de Friis y se incubaron en microaerobiosis a
37°'€Con el 80-85 % de humedad. Las diluciones que no mostraron cambio de pH
y/o turbidez*fueron subcutivadas a los 7 dias en medio liquido de Friis, se repitio
este procedimiento por cuatro ocasiones para permitir el desarrollo bacteriano. Se
observaron las placas de medio solido cada 24 horas durante 7 dias con la ayuda
de un microscopio _estereoscopico (Carl Zeiss) para distinguir colonias con
morfologia tipica de-Micoplasma (Tully et al., 1983) (Cuadro 3).

3.5. Purificacion de la cepa

A partir de una colonia tipica‘de’micoplasma se realizé la metodologia de clonacion
triple que consistié en tomar una colonia de la placa de agar semisélido con una
pipeta Pasteur que se deposité en medio liquido y fue incubado de 24 a 48 horas o
hasta que se observara camhio de“pH o turbidez. Posteriormente el cultivo
bacteriano se resembré en medie de -eultivo semisdlido para poder observar la
morfologia de las colonias bactefianas degmicoplasmas. Este proceso se llevo a
cabo por tres ocasiones para purificarel aislado 'y comprobar la morfologia tipica y
lograr un cultivo puro, ya que se observoyen el'primocultivo el desarrollo de dos a

tres colonias diferentes en una muestra (Howard., et.al,1994).
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3.6. ldentificacion del género Mycoplasma spp

Para la‘identificacion del género se realizaron las pruebas de, morfologia colonial,
filtracionpor membrana de 0.45 micras, no reversion de formas “L” y sensibilidad a
la digitonina,.asi las cepas fueron consideradas como Mycoplasma spp (Howard et
al., 1994).

-Filtrabilidad 0.45micras: Para desarrollar la prueba se hicieron pasar 2 ml de medio
de cultivo por una membrana con poro de 0.45 pum. Posteriormente se deposité el
in6culo en medio semisoélido para confirmar que las bacterias son filtrables (Tully
1983).

-Sensibilidad a la Digitonina-La prueba fue realizada para diferenciar a los géneros
Acholeplasma y Mycoplasma”perienecientes a la clase Mollicutes, debido a que
morfolégicamente sus colonias' son iguales, con esta prueba se demuestra la
dependencia de los esteroles porvlas micoplasmas, a diferencia del género
Acholeplasma que no requiere de esteroles para su crecimiento.

La Digitonina es un glucésido que-disuelve’los esteroles presentes en el medio de
Friis. La prueba se desarroll6 realizando diluciones decimales 10* 102y 1073 del
aislado, posteriormente de cada dilucién fue' temado un volumen de 20 pl para
depositarlos en la superficie del medio de cultivo semisolido permitiendo que resbale
la gota en linea recta. Una vez que se dej6é secar fue colocado un disco de papel
filtro saturado con una solucién de digitonina al 1.5%, Ja placa fue incubada en
microaereobiosis a 37°C con el 80-85% de humedad y s€.ohservé por varios dias
hasta observar crecimiento de colonias. Una reaccion positiva se consideré al
observar un halo de inhibicion del crecimiento colonial alrededor del disco de

digitonina (Tully 1983, Howard et al., 1994) y se diagnosticé como Mycoplasma spp
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Cuadro 2. Medio de cultivo liquido Friis.

PPLO.. 0.55 gr
Infusion’ 0.55gr
cerebro-eerazon

Agua destilada 117 ml
Sales de Hanks (A) 4 ml
Sales de Hanks (B) . 4 ml

Esterilizar en autoclave a 121°C/ 15 Ib/ 15 minutos.

Al enfriarse agregar los siguientes componentes del medio.
Suero de equino 16.5 mlV
Suero de cerdo 1675 ml
Extracto de levadura  6ml(\),

Rojo de fenol 0.45ml *

Penicilina 1.5ml
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Cuadro 3. Procesamiento de las muestras.

e A
1

Se tomaron 200ul del
hisopo nasal o

macerado de’pulmon

. J

~ P
2

Se sembraron en 1.8
ml de medio Friis
fresco y se realizaron
dilluciones decimales

- J

4 3 )

Se tomaron 30-50ul
del hisopo nasal y
macerado de pulmon
y se siembra cada
uno en una placa de
agar se incubaron a

9 37°C )

A

6

Las muestras se les
realizé un pase cada
6 dias por 4
ocasiones

5

Las diluciones se
revisaron cada 24
horas hasta que
presenten cambio de
pH o turbidez

h )

A
- 2 N
Las placas de agar
se revisaron cada 48
a-72 horas hasta
observarmorfologia
colonjal

A J

7

A las muestras
positivas se les
realizo purificacion
de las colonias
encontradas

\- J

4 N
8

Posteriormente se les
realizé las pruebas
para la identificacion
del género

- J
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4.0 RESULTADOS

4.1. Aislamijento de colonias con morfologia tipica a Micoplasmas.

Los aislados-con morfologia de colonia tipica de micoplasmas (Figura 1) fueron
observados ‘en 38 (51.3%) de las 74 muestras analizadas de hisopos nasales y
pulmones. De lasi55 muestras de hisopos nasales se observaron colonias en 29
(52.7%) muestras’y.26,(47.2%) fueron negativas a colonias de micoplasmas (cuadro
4). De las 19 muestras.de pulmédn, 9 (47.3%) mostraron la presencia de colonias y
10 (52.6%) fueron negativas’(cuadro 5).

En los animales a partir de,las’'4 semanas de edad de las dos regiones estudiadas
se lograron los aislamientos.dé los hisopos nasales, se observé en la zona de
Hidalgo un mayor porcentaje desaislados en un 76% y en Guanajuato 24% de las
muestras. Con respecto a las muestras de pulmones, se observé alrededor del 47%
la morfologia de colonias en los cerdos en la etapa de finalizacion de la zona de

Veracruz.

El medio de Friis y los factores de-.enriquecimi€nto, las condiciones de temperatura
y requerimiento atmosférico permitieron el Crecimiento de las colonias de
micoplasmas, después de 5 dias de incubacionsse)observaba poca densidad de
colonias, realizando pases de medio de cultivo semanal y resiembras en el medio

solido de Friis se permitié la adaptacion y viabilidad del microorganismo in vitro.

Los aislados desarrollaron en el medio sélido tipicas colonias de micoplasmas sin
area central (punto central), y no se les observo film & spot.

Los 38 aislados mostraron colonias tipicas de micoplasmas y fueron positivas a la
filtrabilidad por 0.45 micras y dependencia a los esteroles por la“prueba de la
digitonina (Figura 2).

Todos los aislados utilizaron la glucosa como sustrato y se observé la fermentacion
en el medio liquido tornandose el pH ligeramente acido. Se realizaron entre .2 y. 3

pases para la mayoria de las colonias de Mycoplasma spp (cuadro 6).
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Figura 1. Colonias de Mycoplasma spp sin punto central aisladas
de hisopo nasal y pulmdn deeerdo con problemas respiratorios,
aumento de 2x.

Cuadro 4. Aislamiento de colonias con morfologia de micoplasma
de hisopos nasales de cerdos on problemas respiratorios.

Hisopos  Lugar Morfologia colonial de Edad
nasales micoplasma
Positivo Negativo
25 Otumba, 19 (76%) 6 4-12
Hidalgo semanas
30 Valle de 10 (33.3%) 20 4~ 8
Santiago, semanas
Guanajuato
55 29 26 4.12
semanas
52.7 % 47.2%
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Cuadre’5. Aislamiento de colonias con morfologia de micoplasma
de p%nes de cerdos con lesiones respiratorias

A

Pulmofz Lugar Mycoplasma spp Edad
® Positivo Negativo

19 pa, 9 10 Finalizacion

fuz

O 47.3% 52.6%

Halo de inhibicién de la
prueba de la Digitonina

Figura 2. El halo de inhibicién con la prueba de la Digitonina, %O

identifico6 a Mycoplasma spp por la dependencia de esteroles

4
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Cuadro 6. Resultados de las pruebas basicas de identificacién para el género

Myceplasma spp.

Muestras Morfologia  Filtrabilidad por Digitonina
analizadas colonial 0.45 micras
Hisopos (85 29 29 29
nasales !
Pulmones 19 O\ 9 9 9
Total 74 7 38 38 38
5.0 DISCUSION

5.1. Aislamiento de Mycoplasma spp.

La Neumonia Enzodtica Porcina (NER) tiene distribucion mundial y se ve afectada
con altas pérdidas econdémicas en_a produccion de cerdos. Mycoplasma
hyopneumoniae, responsable de la NEPysu cultivo-a partir de muestras de campo
es todavia muy dificil de realizar en el diagnéstico-rutinario en los laboratorios,
debido a que el microorganismo requiere de diferentes nutrientes y condiciones
particulares in vitro. Ademas, de que en las muestras.podemos encontrar la
presencia de otras especies de micoplasmas asociadas a la NER,que sobrecrecen
y dificultan su aislamiento. El aislamiento del microorganismo de ,una muestra es
relevante para el diagnostico de la enfermedad; asimismo, el aislamiento nos
permitird conocer la situacion epidemioldgica de la enfermedad, asi como estudiar
sus mecanismos de virulencia y su variacion genética en la poblacion’natural en

estudio.

En el presente estudio, se cultivaron 74 muestras de hisopos nasales y pulmones
de cerdos con problemas respiratorios, de las regiones geograficas de Hidalges
Guanajuato y Veracruz. Se mostro la presencia de Mycoplasma spp en 38 (51.3%)
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muestras, los aislados presentaron morfologia de colonia tipica de micoplasma sin
punte-Central en el medio sdlido, filtrabilidad por 0.45 micras y no requerimiento de
esteroles por medio de la prueba de la digitonina.

Se demostrada presencia de Mycoplasma spp en 29 (52.7%) hisopos nasales y en
9 (47.3%) pulmoenes de las tres regiones estudiadas, Hidalgo, Guanajuato y
Veracruz mostrando *76%, 33.3% y 47.3% respectivamente. Sibila et al en 2014
obtuvieron una prevalencia de M. hyopneumoniae de (31.4%) en animales con
problemas respiratoriosyy de M. hyorhinis el (54%).

En este estudio, so6lo se pudo fecuperar un tipo de colonia por muestra, quizas por
la dificultad del aislamiento y adaptacion del microorganismo in vitro. Sin embargo,
en las muestras clinicas deltracto respiratorio del cerdo se ha observado la
asociacion de varias especies de micoplasmas como son M hyopneumoniae, M.
floculare, M. hyopsinoviae y M. hyorhinis; estas especies son capaces de desarrollar
en el mismo medio de cultivo de/Friis, ya que-cubre sus requerimientos nutricionales,
es asi que se puede aislar unassola especie o0 mas en cultivos mixtos. Se ha
reportado la capacidad que tiene M..hyorhinis de sobrecrecer a M. hyopneumoniae
y enmascara el crecimiento de este<lltimo en. el cultivo bacteriano y no permitir
observar la morfologia de Mh. La morfologia desColonias sin punto central es
caracteristico de M hyopneumoniae y M. floculare a‘diferencia de M. hyopsinoviae

y M. hyorhinis que muestran punto central en sus colonias.

En México, se han realizado pocos estudios de aislamiento y se ha reportado la
presencia de M. hyorhinis en las muestras estudiadas por Miranda-Morales en 1986,
que aisl6 de pulmones de cerdos de rastro e identifico con la prueba seroldgica de
inhibicion de crecimiento a M. hyorhinis con un antisuero especificosPara el 2015,
Rojas-Trejo et al aislaron a Mycoplasma hyorhinis de pulmones de lechones que
fueron identificados bioquimicamente. Estudios experimentales, realizados en
México en el 2003 por Ciprian et al observaron por medio de inmunofluorescéncia
el epitelio bronquial de cerdos infectados con Mycoplasma hyopneumoniag, el

evento de colonizacion fue observado durante los primeros 20 dias post infeccion.
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De los aislados obtenidos de pulmones de cerdo que provienen de una unidad de
produccion porcina en etapa de finalizacion, nos muestra que los pulmones positivos
a Mycoplasma spp son de cerdos que presentaron problemas respiratorios en
alguna etapa de su vida productiva, probablemente en estado cronico. El
aislamiento 'de’ este microorganismo es considerado como fastidioso (Thacker y
Minion, 2010) y se han recomendado utilizar como alternativa las metodologias
moleculares parala-deteccion del material genético de Micoplasma por medio de la
PCR. Esasique, en'2014 Sibila et al, realizaron un estudio cuyo objetivo fue evaluar
la prevalencia de Mycoplasma hyopneumoniae y Mycoplasma hyorhinis en lavados
broncoalveolares de muestras‘procedentes de animales vivos, con y sin problemas
respiratorios de diferentes explotaciones europeas. Lo que obtuvieron fue una
deteccion por PCR de Mycoplasma hyopneumoniae que fue mayor en aquellos
animales que presentan problemas respiratorios 11/35, (31.4%) que en animales
sanos 16/70, (22.8%). Sin embargo,1a deteccion de Mycoplasma hyorhinis fue
mayor en animales sanos 46/70,(65%)"que en aquellos animales que presentan

problemas respiratorios 19/34, (54%).

El objetivo de este trabajo, aislamiento de Micoplasmas asociados al complejo
respiratorio porcino, es parte del proyecto de investigacion Variables antigénicas de
M. hyopneumoniae presentes en México."De los aislados obtenidos se realizara la
identificacion molecular y la secuenciacion para cubrir los.objetivos propuestos en

el proyecto.
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6.0 CONCLUSIONES

De las 74 muestras 38 (51.35%) fueron positivas a la presencia de colonias tipicas
de micoplasmas y 36 (48.64%) fueron negativas. Se observé que del total de las
muestras positivas 29 (52.7%) y 9 (47.3%) fueron de hisopos nasales y pulmén
respectivamente. J£os aislados se identificaron como Mycoplasma spp con las
pruebas de filtrabilidad por 0.45 micras, morfologia colonial, dependencia a
esteroles con la prueba de\a digitonina. Observando una prevalencia de 51.35% de
Mycoplasma spp en las ‘muestras de hisopos nasales y pulmones de cerdos con

problemas respiratorios.

Los aislados desarrollaron colonias:con morfologia tipica de micoplasma sin punto
central y mostraron filtrabilidad, dependencia a los esteroles y fermentacion a la
glucosa y fueron identificados como Mycoplasma spp, caracteristicas morfolégicas

y bioquimicas similares a M. hyoppeumoniae.
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7.0 ABREVIATURAS

Mh: MyCeplasma hyopneumoniae

CRP: Camplejo Respiratorio Porcino

°C: Grados eentigrados

WBI: Western“Blot

CPCV: Consolidagion pulmonar craneoventral
UCC: Unidades camhio~de color

PCR: Reaccién en Cadena.de la Polimerasa

PRIMER: Son fragmentos ¢emplementarios que se van a unir a cada una de las dos

cadenas separadas del templado~de ADN
Tm: Temperatura media

pb: Pares de bases

NEP: Neumonia Enzodtica Porcina
A: Adenina

T: Timina

C: Citosina

G: Guanina

ADN: Acido Desoxirribonucléico
ARN: Acido Ribonucléico

rpm: Revoluciones por minuto

Ag: Antigeno
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