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INTRODUCCION

La enfermedad respiratoria cronica producida por la infeccién por Mycoplasmas, asi como las
infecciones secundarias por otros microorganismos como E. coli, causan graves pérdidas economicas
en la industria avicola. La infeccion por mycoplasmas deprime el sistema inmune de las aves,
disminuyendo su respuesta a las vacunas y aumentando la predisposicion a otras infecciones
concomitantes.

Las tetraciclinas constituyen un grupo de antibidticos de eleccion frente a Mycoplasmas, aunque
algunos autores han descrito que afectan de algiin modo al sistema inmune [1, 2].

Inmunair® 17.5 es un producto inmunoterapico constituido por LPS precedente de E. coli y células
inactivadas de Propionibacterium acnes, con capacidad de activar la respuesta inmune inespecifica
del animal, macrofagos y monocitos, con una consecuente estimulacion de la proliferacion y activacion
de linfocitos By T.

El objetivo del ensayo fue valorar el efecto de la administracion de Inmunair® 17.5 para aumentar
la eficacia del tratamiento con tetraciclinas en pollos infectados experimentalmente con M. gallisepticum.

MATERIAL Y METODOS

El ensayo clinico se llevé a cabo con pollos Tetra SL libres de Mycoplasma, los cuales se obtuvieron
a partir de un grupo libre de M. gallisepticum y M. synoviae. Para asegurar que las madres eran libres
de Mycoplasmas, se realizaron examenes serologicos cada 2 meses durante el periodo de puesta. Para
detectar anticuerpos de M. gallisepticum se utilizo la técnica de aglutinacion de suero en placa, utilizando
antigeno nobilis de M. gallisepticum tefiido (Intervet) y un test de ELISA de bloqueo basado en
monoclonales (Czifra et al., 1993)., utilizando el test MY GA (Diagnosticum KFt, Hungary). Todos los
test fueron negativos. Para detectar anticuerpos frente a M. synoviae, se utilizo la técnica de aglutinacion
de suero en placa utilizando antigeno nobilis de M. synoviae (Intervet) y un kit ELISA de bloqueo
MYSY (Svanova Uppsala, Sweeden). Todos los test dieron resultados negativos.

Al terminar el periodo de puesta, se sacrificaron y examinaron 10 aves, realizando cultivos para
detectar la presencia de M. gallisepticum y M. synoviae en la cavidad nasal, traquea y sacos aéreos,
utilizando medio B (Erno and Stipkovits, 1973) y medio Frey (Frey et al. 1975). No se aislaron
mycoplasmas.

Se confirmo que los pollos sometidos a ensayo estaban libres de mycoplasma mediante un examen
serologico y el cultivo de 20 polluelos de un dia de edad del mismo lote.



XXXVIII Symposium Cientifico de Avicultura.

Para la infeccion experimental se utiliz6 la cepa 1226 de M. gallisepticum, la cual se clono y filtrd
mediante un filtro de 450 nandmetros y se reprodujo en 100 ml de medio N. Se tomaron alicuotas de 10
ml las cuales se distribuyeron en viales y se almacenaron a 70°C antes de su uso. Antes del desafio, se
descongel6 una alicuota y se determinaron las unidades formadoras de colonias, obteniéndose 3x107
UFC/ml. Se utilizaron 0.3 ml de cultivo para administrar a los pollos sometidos a ensayo, los cuales
fueron inoculador en el saco aéreo abdominal izquierdo.

Se llevaron al laboratorio 150 pollos de 1 dia de edad, libres de mycoplasma. Los pollos se
alimentaron con pienso corriente (materia seca: 86.0%, energia metabolizable: 12.82 MJ/kg, proteina
bruta: 22.96%, lisina: 1.29%, metionina: 0.52%, metionina + cisteina: 0.91%, grasa bruta: 3.68%, fibra
bruta: 3.11%, sodio: 0.09%, calcio: 0.84%, fosforo: 0.63%, vitamina A: 10125.000 [U/kg, vitamina D3:
3025.00 IU/kg, vitamina E: 15.85 mg/kg) conteniendo un nivel de 60 mg/kg de Salinomicina.

A los siete dias, los pollos se marcaron individualmente y se pesaron. Se dividieron en 15 grupos de
10 pollos cada uno, analizando los pesos de manera que los grupos se formaron teniendo en cuenta que
no hubiera diferencias entre ellos.

TaBLA 1. TRAZADO DEL DISENO EXPERIMENTAL DEL ESTUDIO

Tratamiento con Tratamiento con  Tratamiento con
Inmunair” 17.5los  Infeccion Inmunair” 17.5 antibidticos del

Grupos dias—4a0antesde ¢onM. G. deldiaOalStras dia0al5trasla
la infuv:u‘i;n por M. la infeceién infeccion
- Yo
2 + + - CTC
3 + + . DOX
4 (K1) + + - -
[ - + + oTC
& . + + cTC
7 - + + DOX
8 (K2) - + + -
g - * - oTC
10 - + - cTC
11 - + - DOX
12 (K3) - + K2 - -
13 (K4) - - + -
14 (K5) + - . .
15 (KB) - ; - -

Los grupos 1-4 se trataron con Inmunair® 17.5 durante 5 dias (desde el dia—4 hasta el dia 0) a
través del agua de bebida, a la dosis de 0.5 ml/10 kg p.v.. Posteriormente se infectaron los pollos con M.
gallisepticum. Desde el dia de la infeccion y durante 5 dias consecutivos, los grupos 1-3 fueron tratados
con Oxitetraciclina, Clortetraciclina y Doxiciclina respectivamente.
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Los grupos 5-8 se infectaron con M. gallisepticum como los grupos anteriores y después se les
administrd, simultaneamente, Inmunair® 17.5 y los antibioticos descritos antes durante 5 dias, con excepcion
del grupo 8 al que se le administro unicamente Inmunair® 17.5.

Los grupos 9—12 se infectaron con M. gallisepticum y se administr6 antibioticos a los grupos 9-
11, sin Inmunair® 17.5, dejando el grupo 12 sin antibiotico.

Los grupos 13-15 no se infectaron, al grupo 13 se le administré Inmunair® 17.5 tras la infeccion, al
grupo 14 antes de la infeccion. El grupo 15 no recibid ningtin tratamiento.

OTC: oxitetraciclina; CTC: clortetraciclina; DOX: doxicilcina; K1y K2: infectados, tratados con
Inmunair® 17.5 y no tratados con antibioticos; K3: infectados y no tratados con antibidticos ni con
Inmunair® 17.5; k4 y k5: no infectados, tratados s6lo con Inmunair® 17.5; k6: no infectados y no tratados
con antibidticos ni Inmunair® 17.5.

Los animales se mantuvieron en observacion durante 10 dias, tras los que se sacrificaron los pollos
y fueron examinados patologicamente y microbioldgicamente.

Para evaluar la eficacia del tratamiento, se evaluaron los siguientes parametros:
- Signos clinicos: los pollos se examinaron cada dia por si aparecian sintomas respiratorios.
- Ganancia de peso: se peso a los animales antes y al final del ensayo.

- Lesiones patologicas: a los pollos sacrificados al final del experimentos se les examino los
sacos acreos y el peritoneo para detectar posibles lesiones patologicas caracteristicas de la
infeccion por M. gallisepticum. Las lesiones se puntuaron seglin la siguiente gradacion: 0 (sin
lesiones), 1 (pared del saco aéreo ligeramente inflamada), 2 (exudado ligeramente sero-fibrinoso
en el saco aéreo), 3 (saco aéreo engrosado con fibrinas) y 4 (pared del saco aéreo engrosada
con gran cantidad de masa fibrinosa).

También se tomaron muestras de pulmoén, bazo, bolsa de Fabricio e higado para examinarlas
histolégicamente. Las muestras se tifiieron con hematoxilina-eosina y el higado con Fat Red para la
deteccion de grasa infiltrada. Las lesiones se punturaron segun la siguiente gradacion: 0 (sin lesiones),
1 (ligeras), 2 (medias) y 3 (reaccion celular extensiva).

Se realizaron examenes serologicos de los sueros mediante ELISA indirecto, utilizando anticuerpos
monoclonales anti IgG e IgM para detectar anticuerpos especificos frente a M. gallisepticum. Los
valores de densidad optica obtenidos por ELISA se compararon mediante un test t-Student. También se
examind los sueros mediante un perfil Western blot con antigeno de M. gallisepticum utilizando el
método descrito anteriormente.

RESULTADOS

En los pollos infectados por M. gallisepticum hubo una disminucion del crecimiento. No se observo
ningun efecto adverso tras la administracion oral de Inmunair® 17.5. Los pesos al inicio del experimento
eran homogéneos entre los grupos. La menor ganancia de peso se observo en el grupo 12, infectado y
no tratado, siendo menor que en los grupos medicados con Inmunair® 17.5 o con antibioticos. La mayor
ganancia de peso se dio en los grupos que fueron medicados simultaneamente con Inmunair® 17.5 y
antibioticos después de la infeccion experimental, siendo mayor que en los grupos medicados s6lo con
antibidticos o tratados con Inmunair® 17.5 antes de la infeccion y medicados con antibidticos después de
la misma.

Los mejores resultados en cuanto a lesiones patologicas se obtuvieron al administrar Inmunair®
17.5 y antibioticos. En el caso de la oxitetraciclina los mejores resultados se vieron al administrar
Inmunair® 17.5 antes de la infeccion y el antibiotico después y en el caso de la clortetraciclina y la
doxiciclina los mejores resultados se obtuvieron al tratar simultaneamente con Inmunair® 17.5 y antibioticos.

Seccion Espanola de Ciencia Avicola. 185



XXXVIII Symposium Cientifico de Avicultura.

Las lesiones en pulmon, caracterizadas por pneumonia intersticial y bronquitis linfohistocitica,
probablemente son debidas al papel patologico de la infeccion por Mycoplasma. La neumonia catarral
probablemente esta inducida por infecciones bacterianas asociadas. La infiltracion linfo-histiocitica focal
del higado es una reaccion inducida por la infeccion. La hiperplasia de las zonas “B”y “T” del bazo asi
como la actividad celular en la bolsa de Fabricio son reacciones fisiologicas a antigenos. La severidad
de lareaccion esta relacionada con la antigenicidad de los agentes.

En el grupo 15, no infectado y no tratado, asi como los grupos 13 y 14, medicados con Inmunair®
17.5, las gradaciones de lesiones fueron bajas, sin diferencias estadisticas entre ellos. Durante todo el
experimento la tendencia fue la de obtener gradaciones de las lesiones mas bajas en los grupos tratados
con Inmunair® 17.5 y antibidticos simultaneamente.

En cuanto a la serologia, los valores de densidad optica para I[gM fueron mas elevados en los
grupos tratados simultdneamente con Inmunair® 17.5 y antibidticos (5, 6 y 7) que en los que se administrd
Inmunair® 17.5 antes de la infeccion y antibidticos después de la misma (1, 2 y 3) o en los que se
administré solo antibidticos (9, 10y 11). El tratamiento con Inmunair® 17.5 después de la infeccion da
mejores resultados que la aplicacion antes de la infeccion. Por otro lado, la administracion de Inmunair®
17.5 solo después de la infeccion dio valores OD mas elevados.

En los tests de nivel IgG, el tratamiento simultaneo con Inmunair® 17.5 y antibidticos generalmente
daba mejores resultados que la aplicacion de Inmunair® 17.5 antes de la infeccion y el tratamiento con
antibioticos después de la infeccion, o que la medicacion sélo con antibidticos.

DISCUSION

La infeccion por M. gallisepticum provoca una disminucion de la ganancia de peso al comparar
con el grupo de animales control no infectado. Sin embargo, el tratamiento con Inmunair® 17.5 y
antibioticos antes o después de la infeccion en los pollos infectados compensa las pérdidas de peso
corporal provocadas por la infeccion. La mejor ganancia de peso se observo cuando los pollos infectados
se trataron simultdneamente con Inmunair® 17.5 y tetraciclinas.

Por otro lado, también es interesante mencionar que las gradaciones de lesion mas bajas asi como
los valores mas elevados de OD para IgM y IgG se observaron después del tratamiento simultdneo de
Inmunair® 17.5 y tetraciclinas, en comparacion con la administracion de antibioticos solo o la
administracion de Inmunair® 17.5 antes de la infeccion. Podemos concluir que la administracion simultanea
de tetraciclinas e Inmunair® 17.5 tras una infeccion experimental por M. gallisepticum da lugar a una
mejor ganancia de peso, menos lesiones patoldgicas y mejor respuesta serologica.

Por la composicion de Inmunair® 17.5, que contiene lipopolisacaridos y células inactivadas de
Propionibacterium acnes, nuestros resultados concuerdan con las observaciones de otros investigadores
(Floetal., 1996), indicando que la interaccion de los lipopolisacéridos con el sistema inmune da como
resultado una respuesta proliferativa y de diferenciacion de los linfocitos B (Schultze and Goodman,
1979), como se ha manifestado en el estudio mediante la sintesis y secrecion de inmunoglobulinas,
intensificando la respuesta de anticuerpos.

Las células inactivadas de Propionibacterium acnes juegan un papel importante al intensificar el
trafico de linfocitos (Huedl et al., 1993). El efecto de Inmunair® 17.5 frente a 1a infeccion por Mycoplasma
y el aumento de la respuesta de anticuerpos tras su aplicacion oral, puede deberse al hecho de que este
producto inmunoterapico activa las células B que se encuentran en “lamina propia”, que estan en el
ultimo paso de maduracion (Flo et al., 1996) e intensifican el trafico de linfocitos de las Placas de Peyer
al intestino para controlar el proceso infeccioso (Huedl et al., 1993).
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TABLA 2. GANANCIA DE PESO

Tratamientos Infecc.
por M.G.

Inmunair” 17.5

antes de la

infeccidn y con

antibidticos

después de la

Inmunair’ 17.5
después de la

infeccion,

simultaneamente
con antibicticos

Antibidticos
sin Inmunair”

de la
infeceion

Test

infaccidn
—————————————————————————
oTC + 75,0 +/-7,5 82,8 +-12,2 T1,3+#-88 1-5NS
(1) (5) (2) 1-9 NS
5-9 0.05
CTC + 71,7 +-1,9 85,5 +/- 8,1 75,0 +/- 8,3 2-6 0.001
(2) (8) (10) 2-10 NS
&-10 0.01
DOX + 8,0 +-9,0 BB, T +/-1,0 76,6 +-11,6 3-T0.08
{3) (7} {11) 3-11 NS
=11 0.01
1M + TE, T #-13,T 81,1 +-11,1 - 4-8 NS
(4) (k1) {8) (k2}
M - 78,9 +/-9.9 - T50+-T1 13-14NS
(13} (k) {14} (kS)
- + = - 62,2 +-11,1 1215 0.01
{12) (k3)
- c c 5 77,2 4-9,7 =
{15) (k&)

TaBLA 3. LESIONES PATOLOGICAS

Tratados Infectades Tratamiento Tratamiento con Tratamiente  Test Chi -
{grupos) con M.G. con Inmunair® Inmunair® 17.5 con Cuadrado
17.5antes de la después dela antibidticos sin
infeccién y con infeccion, Inmunair® 17.5
antibidtices  simultineamente después dela
después de la con antibidticos infeccién)
infeccion
oTC + 18 10 32 1-5 0,05
(1) (5) (9 1-8 0,001
580,001
cTC + 22 24 28 2-6 NS
(2) (€) (10} 2-10NS
6-10 0,05
DOX + 12 14 30 3-TNB
(3) (7) (11) 3-11 0,001
7-11 0,001
IM + 29 22 - 4-80.05
(4) (8)
M - 1} 0 - -
(13) (14)
- * - - 32 .
(12)
- . B = 0 .
(15)
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TasBLA 4. AnTICUERPOS IcM

Grupos Infectados Inmunair® 17.5  Inmunair® 17.5  Antibiéticos Test
tratades con M.G. antes de la después de la después de la t-Student
infeccion y con infeccion y infeccién
antibidtices  simultaneamenta
después de la con antibidticos
infeccién
aTc + 0,343+/-0,12 0,46+-0.09 0,38+/-014 1-5 0.06
(1) (5) (9) 1-9 NS
59 NS
CTC + 0,386+/-0,08 0,483+/-0,09 0,308+/-0,07 2-60,05
(2) (B) (10) 2-10 0,05
6-10 0,01
DOX * 0,396+/-0,1 0,470+/-0,11 0,335+/-0,12 3-7 0.05
(3 (7) (11) 3-11 NS
7-11
0,001
IM + 0,448+-0,1 0,622+/-0,1 - 4-8 NS
(4) (k1) (8) (k2)
IM - 0,219+/-0,04 - 0,187+/-0,04 -
(13) (kd) (k5) (14)
- + - - 0,339+/-0,08 -
(12) (k3)
- - - - 0,191+/-0,04 =
(15) (k8)

TasBLA 5. ANTICUERPOS IGG

Grupes Infectades Inmunair® 175 Inmunair® 17.5  Antibidticos  Test
tratades con M.G. antes de la después de la  después de la t-Student
infeccion ycon  infeceion y infeceion
antibiéticos  simultaneamente
después de la con antibidticos
infeccion
oTC + 0,343+/-0,12 0,46+/-0.09 0,38+-014 1-50.06
(1) (5) (9 1-9NS
5-9 NS
CTC + 0,386+/-0,08 0,483+/-0,09 0,308+/-0,07 2-60,05
{2) (€) (10) 2-100,05
6-10 0,1
DOX + 0,396+/-0,1 0,470+/-0,11 0,335+/-012 3-70.05
(3) (7) (11) 3-11NS
7-11
0,001
IM + 0,448+/-0,1 0,522+/-0,1 . 4-8 NS
(4) (k1) (8) (k2)
IM - 0,219+/-0,04 - 0,187+/-0,04 -
(13) (k4) (k5) (14)
- + - - 0,338+/-0,08 -
(12) (k3)
- - - - 0,191+/-0,04 -
(15) (k€)
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