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La intervencion de Mycoplasma en la enfer-
medad respiratoria crénica o micoplasmosis,
y en la enfermedad de los sacos aéreos, ha
sido ampliamente estudiada (Markham vy
Wong, 1952; Van Roekel y Olesiuk, 1952;
Adler, 1960, y Edward y Kanarek, 1960). Se
han aislado de aves con sintomas respirato-
rios y de aves sanas, cepas de Mycoplasma
diferentes a la patégena estandar Sg. Estas
cepas tienen una estructura antigénica y ca-
pacidad patogénica distinta a la de la cepa
anteriormente citada (Yamamoto y Adler,
1958; Chalquest y Fabricant, 1960; Yoder y
Hofstad, 1962; Kelton y Van Roekel, 1963).
En México, una de las enfermedades de las
aves que se diagnostica con mayor frecuencia
es la micoplasmosis (C.N.l.P., 1964). Estos
diagnoésticos son generalmente de tipo clinico,
aunque en ocasiones son complementados con
reacciones de aglutinacion utilizando antige-
no Sg de Mycoplasma.

No existe ninguna comunicacién acerca de
los tipos de Mycoplasma que prevalecen en
México. En el presente trabajo se describen
las caracteristicas de 15 cepas de Mycoplasma
de origen aviario aisladas en México.

Materiales y métodos

Se estudiaron las caracteristicas de 15 cepas
de Mycoplasma. Estas cepas fueron aisladas de
aves (gallinas y pollos) que presentaban sin-
tomas respiratorios y en las que clinicamente
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se habia hecho el diagndstico de micoplas-
mosis. En doce de los trece casos estudiados
habia aerosaculitis. De las trdqueas y sacos
aéreos de estas aves se aislaron las cepas que se
designaron con la clave: M,, M,, M;, M5, Mg,
M71 MQ! MlOl Mlll Mer M141 MZZ! M24! M4-25'
M,,-. La cepa M, fue aislada de la traquea de
aves en las que el sintoma principal era una
traqueolaringitis muy marcada, pero en las
que no habia aerosaculitis. Siete de las cepas
de MycoPIasma fueron aisladas en el Estado de
Sonora, * seis en el Estado de Jalisco, ? y dos
en el Distrito Federal. ® Todos los aislamientos
fueron hechos en medio sélido de Kelton
(Kelton, 1960) y en presencia de 10% de
diéxido de carbono. Este medio, asi como el
medio liquido de Kelton (Kelton, 1960), fue-
ron utilizados para la propagacion de las cepas
durante el transcurso del trabajo. Dos cepas
estandar Sg y la cepa lowa 695 se utilizaron
como patron de comparacion. *

La purificacion de las cepas se intento, por
medio de subcultivos seriados, a partir de dos
o tres colonias. La morfologia colonial se

1 Laboratorio de la Asociacion de Granjeros del Valle
del Yaqui, A.C., Ciudad Obregon, Son. .

2 Laboratorio de Diagndstico del Programa Pecuario
del Pljm| Lerma-Chapala-Santiago, en Lagos de Mo
reno, Jal. L .

3 Laboratorio de Microbiologia, Escuela Nacional de
Medicina Veterinaria y Zootecnia, México, D. F.

4 “Unade las cepas Se se obtuvo del Dr. Gentry de la
Universidad de Pennsylvania_y la otra fue aislada
For el Dr. Adler en California y obtenida junto con
a cepa lowa 695 a través del’ Dr. W. Kelton, del
NADL, Ames, lowa.
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estudié por el método de la tincion del agar
de Dienes (Adler, 1962) y la morfologia celu-
lar en frotis hechos a partir de medio liquido
y teflidos con colorante diluido de Giemsa. El
tiempo de crecimiento se observé en medio
sélido. La primera anotacion se hizo cuarenta
y ocho horas después de haber hecho la siem-
bra y se repitié cada 24 horas en los tres dias
siguientes. La técnica usada para llevar a cabo
la prueba de hemoaglutinacién fue la usada
por Moore (1960). La prueba de inhibicidn
del crecimiento colonial se hizo de acuerdo
con la técnica descrita por Edward y Fitz-
gerald (1954) y se usé antisuero de la cepa
lowa 695 preparado en conejo. La asimila-
cion de carbohidratos se prob6 en medio base
para fermentacion de carbohidratos (Difco)
adicionado de 10% de suero de equino; el
carbohidrato, acetato de talio en concentra-
cién de 1:4000 y 500 U.l. de penicilina por cc.
La prueba se repiti6 cuando menos dos veces
para cada cepa.

La patogenicidad para el embrién de pollo
se .estudié por medio de la inoculacién en el
saco vitelino de huevos embrionados de siete
dias de edad de una décima de cc de un cul-
tivo en medio liquido con 48 horas de incu-
bacion. El titulo en este medio liquido fue
determinado por el método de Smith (1956).

Los antisueros de cada una de las cepas na-
tivas se produjeron en pollos de ocho semanas
de edad que no presentaban anticuerpos contra
Mycoplasma Sg y de los que no habia sido
posible aislar Mycoplasma antes de ser inocu-
lados. La inoculacion se hizo intrasinusal-
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Foto 1.—Colonias de My-
coplasma gallisepticum ti-
po Se aisladas en medio
s6lido de Kelton. 10 X

mente y 15 dias después se intentd reaislar las
cepas inoculadas a partir de la traquea y de
los sacos aéreos. Las aves fueron sangradas
y los sueros, después de inactivados, fueron
puestos en contacto con antigeno Sg de Myco-
plasma para realizar pruebas de aglutinacion
en placay en tubo.

Se realizaron pruebas de sensibilidad a la
Tilosina,® con discos que contenian 30 mg
del antibiético. Estos fueron depositados so-
bre el medio s6lido de Kelton previamente
inoculado con 0.1 cc de un cultivo de 48 horas
de Mycoplasma.

Resultados y discusion

El crecimiento inicial a partir de una sola
muestra, en ocasiones presentd dos tipos de
colonias morfolégicamente distintas. En dos
de las muestras se logr6 separar estos distin-
tos tipos de colonias.

Las colonias de todas las cepas aisladas pu-
dieron ser tefiidas por el método de Dienes
presentando el centro de la colonia una colo-
racion mas intensa. En algunas cepas como
la M; se pudo observar que el centro estaba
formado por proyecciones irregulares, a dife-
rencia de las demas cepas en las que el centro
era liso y compacto.

Los resultados para cada una de las cepas
estan anotados en el Cuadro 1. El tamafio de

5 Los discos- con tartrato de Tilosina se obtuvieron por
cortesia de Eli Lilly y Compafiia de México, S. A.
de C. V., Division Elanco.
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Cuadro 1. Algunas cararacteristicas de cepas
de Mycoplasma de origen aviario aisladas

en México
Inhibicién del
Crecimiento en crecimiento con
Tamafio de medio sélido ? Hemoaglu- antisuero
Cepa No. la colonia (horas) tinacion lowa 695
M1 G 48 + -
M 2 G 48 + -
M 4 G 48 + -
M 5 G 48 + -
M 6 G 48 + -
M7 G 48 + -
M9 G 48 + -
M 10 G 48 + -
M 11 G 48 + -
M 12 G 48 + -
M 14 G 48 + -
M 22 G 48 + -
M 24 pe 96 + -
M 4-25 G 48 + -
M 11° G 48 - -
Gentry Sg G 43 - -
Adler Sq P 96 + -
lowa 695 G 48 + +

a) Medio sélido de Kelton
b) G = grande, > .2 mm
c) P = pequefia, < .2 mm

las colonias se considerd arbitrariamente: co-
mo grande si el diametro de la colonia era
de dos 0 mas décimas de milimetro, y pequefio,
si menor de esta cifra. En solo una de las
cepas nativas, la My, el crecimiento fue en
forma de colonias pequefias. El tiempo de
crecimiento, para 14 de las cepas aisladas y
la S¢ de Gentry fue de 48 horas, en cambio
para la cepa M,, fue semejante al de la cepa
Sg de Adler, es decir, de tres a cuatro dias.
La cepa M,,5 ¥ My;- no aglutinaron los glo-
bulos rojos de pollo, las otras 13 cepas pre-

Foto 2.—Colonia de My-
coplasma teflida con el
colorante de Dienes. 64 X
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sentaron hemoaglutinacidén positiva, una de

las caracteristicas de la cepa Sg de Mycoplas-
ma. La cepa lowa 695 es capaz de aglutinar
glébulos rojos de pollo, sin embargo, el cre-
cimiento de las cepas probadas no fue inhi-
bido por el antisuero lowa 695 que si inhibid
el crecimiento de la cepa homoéloga.

En el Cuadro 2 se anotan los resultados ob-
tenidos para el titulo de cada cepa por cen-
timetro cubico en medio liquido de Kelton y
la dosis letal 50% para el embrion (DLsoE).
La cepa My.,5 produjo muertes erraticas de
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los embriones, todas las demas cepas fueron
patégenas para el embrién de pollo, variando
el titulo para cada una de ellas. No hubo
una relacion directa entre los titulos obteni-
dos en medio liquido y el nimero de dosis
letales cincuenta por ciento para el embrion
contenidos en cada cc de liquidos embriona-
rios, es decir, fue diferente para cada cepa
el nimero de organismos necesarios para for-
mar una DLsoE. Estas diferencias pueden ser
atribuidas, ademas de la variacion en la viru-
lencia para el embrién, al distinto estado de
adaptacién de las cepas para crecer en medios
artificiales.

La asimilacion de dextrosa y sucrosa fue
positiva en trece de las cepas estudiadas. Estas
cepas dieron resultados negativos con lactosa,
galactosa, trealosa, rafinosa, manitol y dulci-
tol. Las cepas My ¥ Maos no utilizaron los
carbohidratos estudiados como fuente de
carbono.

La Tilosina a la concentraciéon indicada
inhibid el crecimiento de las 15 cepas estu-
diadas en un érea de cuando menos 3 cm de
diametro.

En el cuadro 3 podemos observar que las
15 cepas inoculadas en pollos fueron reaisla-
das dos semanas después, y trece de ellas es-
timularon la formacién de anticuerpos en
contra de la cepa patdgena estandar Sg de

Cuadro 2.

Mycoplasma. Las cepas My; Yy Mays, dieron
resultados negativos en esta prueba. Estas
dos cepas, aunque aisladas a partir de ani-
males enfermos, pueden ser no patégenas ya
gue de la misma muestra se aisl6 Mycoplas-
ma Sg. Cabe también la posibilidad de que
hubiera una infeccién mixta de las dos cepas.
El hecho de que en todos los casos en que se
aislé Mycoplasma estuvo presente el tipo pa-
tégeno Sg nos da mayor seguridad para usar
como complemento en el diagnéstico de la
micoplasmosis las reacciones de aglutinacion
con antigeno Sg de Mycoplasma.

De los resultados obtenidos podemos con-
cluir que 13 de las cepas estudiadas pertene-
cen al tipo Sg de Mycoplasma; mayor nimero
de pruebas se hacen necesarias para la carac-
terizacion de las cepas My-5 ¥ My, de Myco-
plasma.

Resumen

Se estudiaron quince cepas de Mycoplasma
aisladas de aves que presentaban sintomas
respiratorios y que provenian de tres distin-
tas areas geograficas de México. La clasifi-
cacion de estas cepas se basd en sus caracte-
risticas de crecimiento en medio solido vy
liquido, morfologia celular, habilidad de asi-
milacion de carbohidratos, patogenicidad para

Titulos obtenidos en el medio liquido de

Kelton y DLsoE de cepas de Mycoplasma

Titulo por cc en

Cepa No. medio liquido de Kelton DLsE
M1 12x10° 10°3
M2 7x10°8 101
M3 7x10°8 10°3
M4 14x10° 1025
M5 26x10° 1031
M7 30x10° 103
M9 12x10° 102
M 10 20x10° 103
M11 10x10° 102
M 12 15x10° 103°
M 14 10x10° 102
M 22 12x10°8 1025
M 24 20x10° 10°3
M 4.25 15x10° muertes erraticas
M 11 40x10° 102
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Cuadro 3.

Resultados de las reacciones de aglutinacién

con antigeno Sg de Mycoplasma y antisueros de
cepas nativas de Mycoplasma

Ave inoculada
con cepa ?

Reaislamiento de
Micoplasma de traquea

Aglutinacion con antigeno
Se de Mycoplasma ”

M1
M2
M 4
M 4-25
M5
M 6
M7
M9
M 10
M 11
M 11"
M 12
M 22
M 14
M 24

+

S T A S A i e

+

+ 4+ A+t +

a) Aves sin anticuerpos contra Mycoplasma y cultivo para aislamiento de Mycoplasma negativo al ser inoculada
b) Prueba efectuada 15 dias después de inoculadas las aves.

el embrién de pollo, hemoaglutinacion, prue-
bas de inhibicion del crecimiento colonial y
pruebas de aglutinacion en placa y en tubo
usando antigenos especificos. Se estudio tam-
bién su sensibilidad in vitro a la Tilosina.
Trece de las cepas estudiadas fueron clasi-
ficadas como Mycoplasma gallisepticum tipo

S,
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CARACTERIZACION DE CEPAS D
MYCOPLAS DE O N

AISL

Se describen las caracteristicas de quince
cepas de Mycoplasma aisladas en, México de
aves que presentaban sintomas respiratorios. La
clasificacion de estas, cepas se basg en sus
caracteristicas de crecimiento en medio sélido
y . liguido, morfologia celular, habilidad de
asimilacion de carbohidratos, patogenicidad
para el embrién de pollo, hemoaglutinacion
pruebas de inhibicion del crecimiento colonial
y pruebas de aglutinacion en placa y tuho
usando antigenos . especificos. Se _estudid
también su sensibilidad in vitro_a la Tilosina.
Trece, de las cepas estudiadas fueron
clasificadas como Mycoplasma gallisepticum
tipo Sg; las caracteristicas de dos de las cepas no
corresponden ,con las dé Sg de Mycoplasma.

P. SOLANA, Centro Nacional de Investigaciones
Pecuarias, S.A.G., México, D. F.

Téc. Pec. en México, 5:15-20 (1965)

CARACTERISTIQUES DE MYCOPLASMA
D'ORIGINE AVICOLES ISOLE A MEXICO

On décrit les caractéristiques de quinze
Mycoplasma isolés a México, de volailles qui
présentaient des symptomes respiratoires. La
classification de ces Mycoplasma fut basée dans
ses caractéristiques de croissement en milieu
solide et liquide, morphologie cellulaire,
aptitude a l'assimilation de carbohydrates,
pathogénie pour I'embryon de poulet,
hémoagglutination, preuve d'inhibition dans le
croissement colonial et preuves d'agglutination
en plague et tube utilisant les antigenes
spécifiques, Il fut étudié aussi leurs sensibilités
en vitro a la Tilocine. Treize des sujets étudiés.
furent classifiés comme Mycoplasma
gallisepticum type Sg; les caractéristiques des
deux autres ne correspondent pas au Sg de
Mycoplasma.

P. SOLANA, Centro Nacional de Investigaciones
Pecuarias, S.A.G., México, D. F.

Téc. Pec en México, 5:15-20 (1965)
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_ IDENTIFICATION OF MYCOPLASMA
ISOLATES OF AVIAN ORIGEN ISOLATED
IN MEXICO

The caracteristics of 15 Mexican isolates of
Mycoplasma are described. The isolates were
obtained from birds presenting respiratory
symptoms. The classification was based on:
growth caracteristics in solid and liquid media,
cellular morphology, ability for carbohydrate
assimilation pathogenicity” for the chicken
embryo, haemoaglutination, colonial growth
inhibition trials, _and plate.  and = tube
aglutination tests. Their sensibility in vitro
to Tylocine was also studied. Thirteen of the
strains were classified as Mycoplasma gallisep-
ticum type Se.

P. SOLANA, Centro Nacional de Investigaciones
Pecuarias, S.A.G., México, D. F.

Téc. Pec. en México, 5:15-20 (1965

CHARAKTERISIERUNG DER IN MEXIKO
VON GEFLUEGEL ISOLIERTEN
MYCOPLASMA STAEMME

Es werden die Eigenschaften von 15
Mycoplasma Staemmen beschrieben, die in
Mexiko von Gefluegel mit Symptomen der
Atmungsorgane isoliert worden Sind. Die
Klassifirierung dieser Staem-me basiert sich auf:
Wachstumseigenschaften. auf festen und
fluessigen  Naehrboeden,  Zellmorphologie,
Faehigkeit der Karbohydratassimilation, Patho-
genitaet fuer den Huehnerembryo,
Haemagglutination, Inhibitionsproben  des
Koloniewachstums und Agglutinationsproben
auf Platte und im Roehrchen, wobei spezifische
Antigene benutzt wurden. Es wurde auch die
in vitro Empfindlichkeit gegen Tilocina
festgestellt. Dreizehn der studierten Staemme
wurden als Mycoplasma gallisepticum Typ Sg
klassifiziert, waehrend die weiteren zwei
Staemme nicht den Charakteristiken des
Stammes Sg entsprachen.

P. SOLANA, Centro Nacional de Investigaciones
Pecuarias, S.A.G., México, D. F.

Téc. Pec en México, 5:15-20 (1965)



