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Poliartritis en cerdos de engorde:
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RESUMEN. ma granularum.

Objetivo. Investigar la presencia de microorganisResultado.Sobre la base de los resultados obte-
mos pertenecientes a los génekbgoplasmay nidos, dos de las cepas obtenidas correspondie-
Acholeplasmade muestras de exudado articulaton aM. hyosynoviaey una aA. granularum
obtenido de cerdos con lesiones de poliartritis. Discusién.La implementacion de esta metodo-
Material y Métodos. Las muestras se sembrarofogia permitié el aislamiento déd. hyosynoviae

en medio de Hayflick modificado y se incubarog A. granularuma partir de cerdos con lesiones
en aerobiosis, en microaerobiosis y en anaerobaticulares, por primera vez en Argentina. Consi-
sis. Se realiz6 la caracterizacion bioquimica de ldsramos lo expuesto de gran valor, ya que en el
cepas aisladas mediante las pruebas de: fermefii&iro veterinarios y qwductores deberan tener
cion de la glucosa, hidrdlisis de la arginina, reduen cuenta esta entidad patolégica en la produc-
cion del tetrazolium, produccion de la enzima fosion de cerdogRev Biomed 1999; 10:159-165)
fatasa y observacion de “film and spot”. Se realiz

la identificacion serologica mediante las pruebd@salabras claveMycoplasma hyosynoviae, Acho-
de inhibicién de crecimiento y epi-inmunofluoresleplasma granularunporcicultura, microbiologia
cencia con sueros de referencia. Mediante la técniterinaria, poliartritis.

ca de electroforesis en gel de poliacrilamida con

SDS, se compararon los perfiles proteicos de las

cepas aisladas con las cepas de referencia S1GU&/MARY.

Mycoplasma hyosynovigd8TS39 deAcholeplas- Poliarthritis in growing pigs: isolation and
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characterisation of Mycoplasma hyosynoviae incluyendo microorganismos del génevtyco-

and Acholeplasma granularum plasma(l). La poliartritis producida pokyco-
Objective. To detect the microorganisms belonginglasma hyosynoviage caracteriza clinicamente
to the genublycoplasmdrom joint exudate from en su faz aguda por cojera subita, rigidez y defor-
growing pigs with polyarthritis lesions. macion articular en cerdos de mas de 12 sema-
Materials and Methods. The samples were nas, no acompafnada de fiebre (2-4). La evolu-
streaked on modified Hayflick medium and wereion ulterior puede resolverse espontaneamente
placed in aerobic, microaerobic, and anaerobsin secuelas, o bien, progresar hasta producir le-
atmosphere. In those cultures in which it wasiones severas en el cartilago articular, cuadro éste
possible to observe growth, they were clonated agde puede confundirse con las manifestaciones
streaked on serum free medium. The followinglinicas de la entidad denominada osteocondro-
biochemical test was performed on the isolats. En la etapa aguda, es frecuente el aislamiento
strains: glucose fermentation, arginine hydrolysigsle M. hyosynoviaede exudado articular (2). Se
tetrazolium reduction, fosfatase production and filmonsidera aM. hyosynoviaecomo un habitante
and spot observation. The serotyping of the isolatadrmal de las vias respiratorias, nariz, faringe, tra-
strains was performed by means of growthueay bronquios, facilitando dicha colonizacion,
inhibition test and indirect epi-immunofluorescenchka difusion aerégena del agente. La artritis y sino-
test with reference serum.The protein profiles wewttis producida por elM. hyosynoviaeha sido
compared by means of sodium dodecil sulfatiescripta en Estados Unidos de Norte América,
polyacrylamide gel electrophoresis betweeAustralia, Inglaterra y Japén (5).

isolated strains and reference straftygoplasma El microorganismdcholeplasma granula-
hyosynoviaeS16 andAcholeplasma granularum rum, se diferencia del géneMycoplasmaor no
BTS39. requerir colesterol (suero equino y porcino) para
Results.On the basis of the obtained results, twsu desarrollo (6). EA. granularumes considera-
isolated strains correspond tdycoplasma do como un microorganismo no patégeno (3) pu-
hyosynoviae and the another strain todiendo ser aislado al igual queMl hyosynoviae

Acholeplasma granularum. a partir de las vias nasofaringeas, o en lesiones ar-
Discussion.With this methodology we isolate ofticulares en conjuncién con este ultimo (7).
M. hyosynoviaandA. granularumfrom pigs with El objetivo de la presente comunicacion fue

arthritis for the firts time in Argentina. We concludda descripcion de los métodos y técnicas utilizados
that it is of great value for Veterinarians and farmepara el aislamiento y caracterizacion de
and that they should take this pathological entitycoplasma hyosynoviag Acholeplasma
into account in pig production. granularuma partir de lesiones articulares de cer-
(Rev Biomed 1999; 10:159-165) dos en engorde.

Key words: Mycoplasma hyosynoviae, Achole-
plasma granularumpig production, veterinarian MATERIALES Y METODOS.
microbiology, polyarthritis. Toma de muestras y condiciones de cultivo
Se tomaron muestras de liquido articular con
jeringa hipodérmica y aguja 21/6, de la articula-
INTRODUCCION . cion del tarso de tres cerdos de aproximadamente
La poliartritis y sinovitis cronicas en cerdodres meses de edad, que presentaban cojeray rigi-
de engorde es un cuadro patologico que puediez articular. EI volumen obtenido fue de aproxi-
ser producido por diversos agentes etiolégicanadamente 0,5 mL cada una.
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Diez muestras fueron recibidas en nuestdas desarrollaban en presencia de digitonina (13).
laboratorio obtenidas por medio de hisopado
(Hisopos Swabrit-t Lab. Britania, Argentina) deTipificacion serolégica
liquido articular cuando se realizaba la necropsia  Se realizaron las pruebas Inhibicién de Cre-
de los animales. Ambas fueron sembradas directamiento (IC) (14) y Epi-inmunofluorescencia in-
mente en 2 mL de medio Hyflick modificado (HM)directa (EIFI) de colonias en bloques de agar
(2) con el agregado de 5% de mucina bacteriol0gi(Eb,16). Estas pruebas se llevaron a cabo con sue-
(Difco Lab. USA). ros hiperinmunes antl. hyosynoviaeS16 y A.

En ambos tipos de muestras a partir de IgsanularumDTS39 obtenidos en conejos y cedi-
indculos primarios, se realizaron diluciones seriaddss por el Centro de Referencia para Mycoplasmas
(1/10). En forma paralela, estas diluciones se seanimales, Universidad de Arrhus, Dinamarca.
braron en medio HM liquido y sdlido, esto se llevo
a cabo con el agregado del 1,3% de agar Noleterminacion del perfil proteico
(Difco Lab. USA). Todos los medios se incubaron Se llevo a cabo por medio de la electroforesis
a 37°C durante cuatro dias en aerobiosisn gel de poliacrilamida, de acuerdo con la técnica
microaerobiosis y anaerobiosis (Gass Padescrita por Laemmly, U.K. (17-19), utilizandose
Anaerobic System, BBL). una concentracion de acrilamida al 12,5% en el gel

En las diluciones que se observd un lewtisociador y un gel de partida al 4%. La muestra
enturbiamiento, se procedi6 a la siembra en medie suspendio en buffer tris pH 6,8, -mercaptoetanol
HM sdlido incubandose en similares condicioney. dodecil sulfato de sodio (SDS). La corrida se

Con lupa microscopica 4x (Nikon UFX-DXrevelo con Azul Brillante de Coomasie R 250
Japdn) se procedio6 a la busqueda de colonias gigma CH. CO. USA.) y se utilizaron en forma
racteristicas de los génerddycoplasmay paralela las cepas de referen®lahyosynoviae
AcholeplasmaUna vez ubicada se realiz6 1&516,M. hyohinisBTS7 y PG29 WA. granularum
clonacion en medio HM y la siembra en medid3TS39. Para la determinacion del peso molecular
libres de suero porcino (8), Incubandose en lae utilizO un marcador de bajo peso molecular
condiciones ya mencionadas. (LMM, Pharmacia Kit USA).

Se utilizaron en forma paralela las cepas de
referencia deM. hyosynoviaes16, M. hyorhinis
BTS7, M. hyoiinis EG29 y A. granularum RESULTADOS.

BTS39, gentilmente cedidas por el Instituto Na-  Se comprobo el desarrollo de tres cepas en

cional de Sanidad Animal, Tsukuba, Japdn. medio HM, dos de las cuales se visualizaron a las
72 h de incubacion (cepas Ay B) a 37EC tanto en
Caracterizacion bioquimica condiciones de aerobiosis como en 15% dg YO

Se determind la capacidad de fermentar &n anaerobiosis (figuras 1y 2). Se observé un ma-
glucosa, utilizando el medio de cultivo HM liquiyor desarrollo en aerobiosis. La cepa restante (cepa
do con el agregado de glucosa al 1,25% y rojo @g, desarrollé en medio HM con y sin el agregado
fenol al 0,1%. La hidrdlisis del aminoacido argininale suero porcino.
se realizé segun la técnica de Barile (9), la capaci-
dad de reduccion del tetrazolium segun Senter@iaracterizacion bioquimica.

(10), la produccion de fosfatasa segun Bradbury  Los resultados de las pruebas bioquimicas
(11), la produccion de “film and spot” se observée resumen en el cuadro 1, comparandose con aque-
en medio HM y en medio yema de huevo descrililms obtenidos con las cepas de referencia.

por Freundt (12) y se corroboro si las cepas aisla-

Vol. 10/No. 3/Julio-Septiembre, 1999



162

J Copes, S Acosta Lualdi, K Pellicer, NO Stanchi, JC Perfumo.

Figura 1.- Crecimiento de las cepas aisladas en aerobiosis.

Figura 2.- Crecimiento de las cepas en anaerobiosis.
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Cuadro 1
Caracteristicas bioquimicas comparativas entre las cepas de referencia utilizadas y
las cepas aisladas.

Cepas Glucosa  Arginina  Tetrazolium Fosfatasa Digitonina Film & Spot
(1) (2) (3) (4) (5) (6)

Cepas

AyB - + - - - +

CepaC + - - - + ;

M. hyosynoviae

S16 - + - - - +

M. hyorhinis

BTS7 + - + + - -

M. hyorhinis

PG29 + - + + - -

A granularum + - - - + -

(1) fermentacion, (2) hidrdlisis, (3) reduccion, (4) produccién, (5) desarrollo,(6) produccion.

Pruebas de inhibicién de crecimiento y epi-
inmunofluorescencia indirecta.

Con las cepas identificadas Ay B no se ob-
servaron halos de inhibicion con los sueros
anticepas de referencia dé. hyosynoviagA.
granularumy M. hyorhinis La cepa C produjo un 43.000
halo bien manifiesto de aproximadamente 5 mm
de diametro con el suero arii. granularum
BTS39. Los sueros de referencia inhibieron en las 20100
colonias de las cepas homdélogas y en las colonias
de las cepas Ay B. En la cepa clasificada como C
se comprobé fluorescencia con el suero @nti
granularum

94.000
&7.000

30.000

14.400

Perfiles proteicos _
proteicos equiparables entre las cepas A y B cor{d'Yosynoviae, 3cepa aislada A, 4.granularum.

cepaM. hyosynovia&s16. Con relacion a la ceparigura 3.- Perfil electroforético de las cepas S16 de
Ay B, la diferencia se ubico en la banda de 960 hyosynoviaecepa aislada .granularum.
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Da. En el caso de la cepa C, el perfil proteican presencia de digitonina.

muestra gran similitud col. granularunBTS39 Los resultados obtenidos con la caracteriza-

(figura 3). cion biogquimica, serolégica y la comparacion de
los perfiles proteicos de las cepas A, By C, con las

DISCUSION. cepas de referencia dé. hyosynoviaey A.

Numerosos trabajos confirman el aislamiemgranularum permiten clasificar a los nhombrados
to de M. hyosynoviaea partir de cavidad nasal,aislamientos combl. hyosynoviagécepas A 'y B)
traquea, tonsilas y pulmén, considerandolo conydA. granularum (cepa C).
un habitante normal, pero a su vez, hacen resaltar Con respecto a la prueba de EIFI, las colo-
la importancia de la via nasofaringea como fuentes de las cepds. hyosynovia&16, Ay B mos-
de diseminacion de este agente a partir de aninvaron fluorescencia especifica solamente cuando
les portadores y de puerta de entrada en cerdgesnfrentaron con el antisuero de referencia anti-
susceptibles (1, 2, 20, 21). Diversos autores (3,316.
7) le asignan un papel etiolégico al aislamiento de  Estos resultados indicarian segun lo descrito
M. hyosynoviae partir de cerdos de mas de 30 kgor Whittlestone y col. (20), que la técnica de EIFI
de peso con sintomas clinicos de poliartritis. Laplicada a colonias es lo indicado para la
cepas de mycoplasmas obtenidas de articulaci@entificacion déV. hyosynoviaen aislamientos a
en el presente trabajo, correspondieron a cerd@snpo.
que presentaban sintomatologia compatible conla Mediante la prueba de IC, los resultados
enfermedad. Estos animales fueron separados defenidos con las cepasMehyosynoviaeo fue
resto de la piara, con la finalidad de intentar reaiskde ayuda para su caracterizacion. Esto es debido a
el germen en etapas subsiguientes. Los resultatiogran diversidad existente en las cepas aisladas a
obtenidos dos meses mas tarde fueron nulos. Eampo (Whittlestone 1979) referente a la c&pa
tos datos concuerdan con los informados por FrigsanularumBTS39 y la cepa C, los halos de inhi-
y col. (2) acerca de que el diagnéstico por meduicion producidos fueron similares y claros. Esto
del aislamiento es factible en el periodo agudo aelicaria que la prueba de IC aplicada a la identifi-
la enfermedad. cacion de A. granularum seria adecuada para la

Las cepas aisladas A y B, mostraron un budipificacion del mismo.
desarrollo en medio HM con la adicion del 5% de  El estudio comparativo de los perfiles
mucina. La incubacion en anaerobiosis favorecpioteicos entre las cepas aisladas y la cepa de refe-
el crecimiento d&l. hyosynoviaen medio solido renciaVl. hyosynovia816, mostré gran similitud,
(22). El promedio de tiempo requerido para la vpor lo cual esta prueba tendria un valioso uso para
sualizacién de colonias fue de cuatro dias phra la caracterizacion, teniendo en cuenta que las ce-
hyosynoviaeReferente A. granularunfue de dos pas aisladas como las de referencia deben ser pro-
dias, esto indicaria también una clara diferenatasadas de igual manera para obtener perfiles
entre estas dos especies. Pero en el casMde proteicos valederos para una clasificacion (20).
hyorinis (agente etiolégico de la artritis con La implementacién de esta metodologia
poliserositis en animales jévenes), no seria tan cigermitio el aislamiento d&. hyosynoviaey A.
ra, ya que puede desarrollar en dos dias y prodgecanularum a partir de cerdos con lesiones
fermentacion de la glucosa. Creemos estas coraiticulares, por primera vez en Argentina.
deraciones de importancia, para implementar endansideramos lo expuesto de gran valor, ya que
rutina de aislamiento de microorganismos de l@h el futuro Veterinarios y Productores deberan
génerosMycoplasmay Acholeplasmalas prue- tener en cuenta esta entidad patolégica en la
bas de requerimiento de colesterol y de desarrofiomduccion de cerdos.
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