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RESUMEN

El objetivo del trabajo fue optimizar la PCR duplex para la deteccion de Mycoplasma gallisepticum (MG) y Mycoplasma
synoviae (MS) en muestras de tejido traqueal en Gallus gallus con la finalidad de ahorrar tiempo y recursos econémicos
en su diagnostico. La metodologia consistio realizar una evaluacion in silico de los cebadores ideales para su deteccion,
se les realizo las primeras pruebas como concentracion de cebadores, sensibilidad y especificidad, paso seguido se
determind la prevalencia en muestras de diferentes galpones a nivel nacional durante un periodo de 4 afios. Una vez
finalizadas las primeras pruebas se escogieron a los cebadores ideales (MG 3 y MS 2) para la PCR duplex llegando a
tener una sensibilidad y especificidad mayor al 99%. Esta técnica se puso en practica y se analizaron de 669 muestras de
tejido traqueal de pollo en las cuales se detectd que 45 muestras dieron positivo para MG y/o MS. Finalmente, las muestras
positivas fueron secuenciadas en Macrogen-Korea. Se determind poca prevalencia de estos patdgenos en las muestras
analizadas, pero el resultado es de mucha importancia debido a que existe la posibilidad de una propagacion de estos
patdgenos en galpones y ocasionar grandes pérdidas en el sector avicola.

Palabras clave: PCR duplex, Mycoplasma gallisepticum, Mycoplasma synoviae sensibilidad, especificidad y prevalencia

ABSTRACT

The objective of the work was to optimize duplex PCR for the detection of Mycoplasma gallisepticum (MG) and
Mycoplasma synoviae (MS) in tracheal tissue samples in Gallus gallus in order to save time and economic resources in
their diagnosis. The methodology consisted of carrying out an in silico evaluation of the ideal primers for their detection,
the first tests such as primer concentration, sensitivity and specificity were carried out, followed by determining the
prevalence in samples from different poultry houses at national level during a period of 4 years. Once the first tests were
completed, the ideal primers (MG 3 and MS 2) were chosen for duplex PCR, achieving a sensitivity and specificity greater
than 99%. This technique was put into practice and 669 samples of chicken tracheal tissue were analyzed, in which 45
samples were found to be positive for MG and/or MS. Finally, the positive samples were sequenced in Macrogen-Korea.
The prevalence of these pathogens was found to be low in the samples analyzed, but the result is of great importance
because of the possibility of spreading these pathogens in poultry houses and causing great losses in the poultry sector.

Key words: duplex PCR, Mycoplasma gallisepticum, Mycoplasma synoviae, sensitivity, specificity and prevalence.

INTRODUCCION

La micoplasmosis aviar es una enfermedad de que ocasiona grandes pérdidas en la industria avicola (Buim et al., 2009).
Las bacterias que causan esta enfermedad pertenecen a la clase Mollicutes, con un genoma que va desde 580 hasta 2200
kb, se caracterizan por carecer de peptidoglicano y se encuentran filogenéticamente relacionadas con bacterias
grampositivas con genomas bajos en (G + C)% (Pollack et al., 1997).

Las bacterias que mas afectan al sector avicola pertenecen al género Mycoplasma destacando cuatro especies: M.
gallisepticum, M. synoviae, M. meleagridis y M. iowae, siendo los dos primeros los mas importantes por afectar
mayormente a pollos. Estas bacterias causan enfermedades respiratorias en aves comerciales (Meza et al., 2017, Kursa et
al., 2019, Gémez et al., 2021), tienen una amplia variedad de factores de virulencia que les permiten superar numerosas
barreras de entrada al hospedador; un ejemplo de ello son las adhesinas que pueden unirse a los receptores o la matriz

775


http://www.veterinaria.org/
http://www.veterinaria.org/

REDVET - Revista electronica de Veterinaria - ISSN 1695-7504
Vol 25, No.1 (2024)

http://www.veterinaria.org

Article Received: Revised: Published:

extracelular de la célula huésped obteniendo nutrientes preformados, asi como formar biopeliculas con el fin de colonizar,
invadir y persistir en el huésped (Noormohammadi, 2007).

La micoplasmosis aviar ocasionada por M. gallisepticum y M. synoviae se propaga rapidamente en los galpones ya que
son ambientes cerrados y con mayor densidad poblacional de aves (Bagheri et al., 2011). Las vias de propagacion son la
horizontal, a través de aerosoles infecciosos tosidos o estornudados por aves infectadas y por alimentos contaminados, y
la via vertical de padres a hijos, a través de la contaminacion de los huevos (transmision transovarica) (Charlton et al.,
1996). M. gallisepticum induce la enfermedad respiratoria cronica grave en pollos, causando tos, estornudos, chasquidos,
estertores, disminucion del consumo de alimentos y aumento de la mortalidad (Davidson ef al., 1982), mientras que M.
synoviae causar artritis, sinovitis, enfermedades respiratorias, inmunosupresion y aumento de la mortalidad, asi como
reduccion de la produccion e incubabilidad de huevos en pollos y pavos (Landman ef al., 2012).

Las pruebas de diagnostico de laboratorio tradicionalmente utilizadas para la deteccion de estos patdgenos son la prueba
de aglutinacion rapida en placa, la técnica de ELISA y la prueba de inhibicion de la hemaglutinacion (Cerda, 2007); sin
embargo, estas pruebas no detectan la especie patdgena especifica, requieren de mayor tiempo de trabajo y pueden dar
resultados falsos positivos. Actualmente se viene usando la técnica PCR como gold standard - prueba confirmatoria
debido a su alta sensibilidad y especificidad (Feberwee et al., 2005). No obstante, se tiene la posibilidad de acelerar el
diagnoéstico molecular mediante la PCR multiplex, la cual permite detectar varios patégenos, ahorrando tiempo, materiales
y reactivos (Fraga et al., 2013).

Hoy en dia, en diferentes partes del mundo como Brasil (Metiifogo ef al., 2015; Buim et al., 2009), Bélgica (Michiels et
al., 2016), Myanmar (Fujisawa et al., 2019) y otros, ya estan utilizando la técnica de PCR multiplex para la deteccion de
estas especies de interés comercial debido a las facilidades ya mencionadas, sin embargo, en el Peri no se han reportado
investigaciones relacionadas al uso de la PCR duplex para la deteccion de M. gallisepticum y M. synoviae en Gallus
gallus. Es por ello el objetivo del presente estudio de optimizar esta técnica para una mejor deteccion de los dos patdogenos
causantes de micoplasmosis aviar en el pais.

MATERIALES Y METODOS

Cepas Bacterianas

Las cepas de M. gallisepticum (MG) y M. synoviae (MS) fueron donadas por la empresa FARVET S.A.C. (Peru), asi
como otras cepas de virus y bacterias del sector avicola, las cuales se usaron como controles para la prueba de
especificidad.

Extraccion de ADN
Se extrajo el ADN de MG y MS siguiendo las indicaciones del QIAamp MinElute Virus Spin Kit (QIAgen, Alemania).
Se calcul6 el grado de pureza en relacion entre el porcentaje de acidos nucleicos y de proteinas, verificando la proporcion
de lecturas entre las absorbancias 260 nm/280 nm (Warburg et al. 1942) y se cuantifico el ADN bacteriano en un
Fluorémetro Qubit 2.0 (Life Tecnologies, USA), tomando en consideracion la cantidad de ADN obtenida y los datos del
tamatfio total del genoma de MG y MS. Este proceso se hizo en base a la féormula:

X ng.x 6,0221 * 1023molecu./mol

(N +660—9-) «109ng/g

Donde: X= Cantidad promedio del amplicén, N= Longitud del amplicon

N° copias bacterianas =

Cebadores

Los cebadores fueron seleccionados gracias a la base de datos del National Center for Biotechnology Information
(NCBI), donde se comprobd que estaban dirigidos a los a los genes gapA, mgc2 y 16S ARNr del genoma de MG
(Nascimento et al. 2009, Nascimento et al.1991; Papazisi et al., 2002; Evans, 2008) y a los genes 16S RNAr y vihA del
genoma de MS (Lauerman et al., 1993; Kojima et al., 1997; Hong et al., 2004; Hammond et al., 2009), se comprob6 su
ubicacion en el genoma de cada patdogeno con ayuda del programa bioinformatico Snap Gene Viewer v. 3.3.3 (GSL
Biotech, USA). Una vez definido los cebadores a usar se procedi6 a sintetizarlos por medio de la empresa Integrated DNA
Technologies (IDT, USA). Las secuencias de los cebadores se presentan en el Cuadro 1.

Cuadro 1. Caracteristicas de los cebadores dirigidos a las regiones del genoma de Mycoplasma gallisepticum (MG) y
Mycoplasma synoviae (MS)

Bacteria Nombre interno Nombre Secuencias (5-------- 3) Longitud (pb) Tm! (°C)
@ Q MG 1 MG-f ggatcccatctcgaccacgagaaaa 732 60.3

g S (gapA) * MG-r ctttcaatcagtgagtaactgatga 52.9

§ § MG 2 MGE-f taacccttcatcacctcatctagag 524 553

= § 5 § (mgc2) * MGF-r ctgtttgctaaagaacaagttgatc 52.9
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MG 3 MG-F cgcaatttggtcctaatccccaaca 303 59.7
(mgc2) MG-R taaacccacctccagctttatttcc 57.1
MG4 Mgl4F gagctaatctgtaaagttggte 185 51
(16S rRNA) Mgl3R gcttecttgeggttagecaac 57
MG 5 PRUMGS30-F tttggaagcgtaagatctgaaa 222 52.3
(gapA) * PRUMG31-R  tccggcttttgttcagttaga 54.2
MG 6 PRUMG32-F  gaactgattttggaagcgtaaga 110 53.4
(gapA) * PRUMG36-R  ccgttatatcatcctgaatctcet 53.7
MS1 MS-F ccattgctcctgetgttat 295 52.7
(vlhA) MS-R gattctgttgtagttgcttcaa 51.1
Y MS 2 MS-f gagaagcaaaatagtgatatca 207 48
g (16S RNAr) *  MS-r cagtcgtctccgaagttaacaa 54.6
a MS 3 MI1-F gctgeggtgaatacgttct 163 55.4
s (16SRNAr) *  M2-R tccccacgttetcgtaggg 58.8
g MS4 MS-1 gaagcaaaatagtgatatca 207 45.1
% (16S RNA) * MS-2 gtcgtctccgaagttaacaa 52.2
3 MS 5 vlhA-F attagcagcta gtgcagtggec 388 59.7
S (vlhA) vlhA-R2 agtaaccgatccgcttaatge 55.1

! Temperatura de fusion, calculada por el sintetizador IDT

Programacion de la corrida

La programacion de la corrida para M. gallisepticum | M. synoviae se hizo en base al Protocolo Q5® High-Fidelity 2X
Master Mix (NEB, EE. UU), para ello se usoé el termociclador Mastercycler proS, (Eppendorf, EE. UU), la programacion
comenz6 con una desnaturalizacion inicial a una temperatura de 98°C por medio minuto, paso seguido se optd por
programar una etapa 30 ciclos empezando con una desnaturalizacion a 98°C por 10 segundos, una etapa de hibridacion a
52°C por 20 segundos; para obtener esta temperatura se considerd la temperatura de hibridacion de los cebadores la cual
oscila entre los 45 °C hasta 60°C que mediante prueba de ensayo y error se considero la ideal, una etapa de extension a
una temperatura de 72°C por 18 segundos y una extension final de 72°C por 120 segundos.. Las bandas se visualizaron
mediante la electroforesis en gel de agarosa al 2%, con una carga eléctrica de 80 voltios por un periodo de una hora
aproximadamente. Cada prueba sirvié como filtro para seleccionar a los mejores cebadores para la PCR duplex.

Prueba de Concentracion de Cebadores

Una vez obtenido las temperaturas idoneas y los tiempos adecuados en la programacion para cada etapa de la PCR, se
procedi6 a preparar el Master Mix en diferentes concentraciones de los cebadores desde 1, 0.75, 0.50, 0.25 y 0.20 umol/L,
cada corrida se realizé por duplicado. Se eligié la menor concentracion de los cebadores que expresan bandas especificas
de los amplicones en la electroforesis con la finalidad de demostrar que se puede trabajar a concentraciones bajas obtenido
mismos resultados en la expresion de las bandas.

Preparacion del Master Mix

Una vez obtenido la temperatura de hibridacion idonea, asi como la concentracion de los cebadores se procedio6 a preparar
el Master Mix (Cuadro 02). El volumen de cada componente para la PCR duplex, se baso en el inserto de Q5® High-
Fidelity 2X Master Mix.

Cuadro 2. Férmula del Master Mix para PCR multiplex

Componentes 1x
Q5 High-Fidelity 2X Master Mix 11 ul
Forward primer (MG) 0.25 pmol/l 0.5 pl
Reverse primer (MG) 0.25 pmol/l 0.5l
Forward primer (MS) 0.25 pmol/l 0.5 pl
Reverse primer (MS) 0.25 pmol/l 0.5 ul
Agua libre de nucleasas Sul
ADN de M. gallisepticum 2 ul
ADN de M. synoviae 2 ul
Total 22 ul

Adicionalmente se realizaron 10 diluciones logaritmicas seriadas del material genético amplificado de nuestros patdégenos
de interés (Cuadro 3), con la finalidad de determinar el limite de deteccion de los amplicones de ADN bacteriano, mediante
la electroforesis, consideracion las bandas especificas con un mayor numero de diluciones.

Cuadro 3. Diluciones sucesivas del ADN de Mycoplasma gallisepticum y Mycoplasma synoviae desde 10 ng/ul hasta 1
ag/ul
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Mycoplasma gallisepticum y Mycoplasma synoviae

Dilucién sucesiva ADN ds

Cantidad de amplicén Copias bacterianas en pb
10 ng/ul 107

10° pg/ul 106

102 pg/ul 103

10 pg/ul 10

10% fg/ul 10°

10%fg/ul 10?

10 fg/ul 10!

103 ag/ul 1

Pruebas Estadisticas

Prueba de especificidad y de sensibilidad

Para determinar la especificidad y sensibilidad se utilizo el material genético de las cepas de virus y bacterias que mas
afectan el sector avicola, como adenovirus aviar tipo 4 (FAdV-4), Virus de la enfermedad de bursitis infecciosa (IBDV),
virus de la enfermedad de Newcastle (NDV), virus de bronquitis infecciosa (IBV), virus de anemia aviar (CAV), virus de
laringotraqueitis infecciosa (ILTV), metapneumovirus aviar (AMPV), sindrome de caida de la postura (EDS), Pasteurella
spp, Salmonella gallinarum, ADN puro de células de fibroblasto de pollo (DF1), y agua libre de nucleasas (H,O). Luego
se procedid a realizar la corrida y lectura en el gel de agarosa al 2% considerando los cebadores especificos para la
deteccion de M. gallisepticum y M. synoviae, teniendo en cuenta la especificidad de las bandas de los amplicones.

Se usaron las cepas de virus y bacterias que mas afectan al sector avicola nacional. En reportes internacionales se ha
demostrado que estos dos patdgenos atacan mayormente a galpones de pollos siendo la industria avicola mas grande en
el Pert, conllevando a tener un mayor impacto economico mientras que las otras (bacterias del género Mycoplasma) no
han reportado ello.

Las formulas para las pruebas estadistica fueron: Sensibilidad = A / (A+C) y para Especificidad = D / (D+B), ademas se
calcul6 el valor predictivo positivo (VPP) = A/ (A+B), el valor predictivo negativo (VPN) = D / (C+D) y la exactitud =
(A+D)/A+ B+ C+ D). El significado de cada letra se explica al detalle en el cuadro 4.

Deteccion de M. gallisepticum y M. synoviae en Tejido Traqueal

Una vez demostrado que nuestros cebadores seleccionados rigurosamente, eran especificos para la deteccion de M.
gallisepticum y M. synoviae, se procedio a usarlos para su deteccion en muestras de tejido traqueal (435 muestras en tubos
Eppendorf 'y 234 muestras impregnadas en tarjeta FTA®) desde el 2016 al 2019. El criterio de inclusion para el analisis
molecular fue: muestras de tejido traqueal pertenecientes a la especie aviar Gallus gallus procedentes de galpones a nivel
nacional. Las muestras que venian en tubos Eppendorf de plastico se aceptaban si llegaban bajo cadena de frio.

Prevalencia

La tasa de morbilidad mide la frecuencia de la enfermedad en una poblacion especifica, relacionando el numero de
enfermos con la poblacion a la cual pertenece. Este proceso se mide mediante la prevalencia, la cual mide la proporcion
de muestras positivas al momento de evaluar a la poblacion (Keiding, 1991; Bhopal, 2016). Se emplearon las siguientes
formulas para calcular la: Prevalencia = (Casos nuevos y preexistentes en un periodo) / Poblacion total en el periodo) *
100.

Este procedimiento se realizé con la finalidad de demostrar si hay ausencia o presencia de estas especies bacterianas en
muestras de tejidos de Gallus gallus provenientes a nivel nacional (Pert1), se compar6 prevalencia entre ambas especies
bacterianas y se confronto la data obtenida con la internacional a fin de ver si existio relacion.

Cuadro 4. Representacion esquematica para calcular la sensibilidad, especificidad, valor predictivo positivo (VPP), valor
predictivo negativo (VPN) y exactitud

Resultados Muestras positivas Muestras negativas  Total
Positivos A B A+B
Negativos C D C+D
Total A+C A+D N

A = Verdaderos positivos, C: Falsos negativos, B: Falsos positivos, D: Verdaderos negativos, y N: Total
Secuenciamiento de M. gallisepticum y M. synoviae en Muestras Positivas
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El secuenciamiento del material genético de las muestras que salieron positivas se realiz6 por medio de la empresa
Macrogen (Corea) con la finalidad de saber si existe comparacion con otras cepas de M. gallisepticum y M. synoviae en
las bases de datos de las herramientas Bioinformaticas (NCBI).

RESULTADOS
El porcentaje de acidos nucleicos obtenidos de nuestras cepas bacterianas fue 65% para M. gallisepticum y 60% para M.
synoviae, ambos se encontraron dentro de los valores aceptables que estdn entre 1.80" a 2.00 (Warburg ef al. 1942), asi
mismo el nimero de copias bacterianas fue de 107 para ambos.
Los cebadores que fueron seleccionados correspondieron a MG 3 y MS 2, ya que pasaron todas las pruebas y presentaron
una alta sensibilidad y especificidad. Las bandas de los amplicones se visualizaron con concentraciones de cebadores a
0.25 pmol/L.
Los resultados de la lectura de nuestro Master Mix en base al inserto de Q5® High-Fidelity 2X Master Mix, se observo
que las bandas de los cebadores seleccionados amplifican correctamente (Figura 1) para la deteccion simultanea de M.
gallisepticum y M. synoviae evaluando su especificidad con las demads cepas bacterianas y virales.

FAdV4 NDV 1BV v MG/MS ampv  IBDV  CAV  EDS  Past Sal.  DF1

500 pb

AL |

Figura 1. Corrida electroforética de la prueba de especificidad usando los cebadores finalistas para la deteccion de M.
gallisepticum (MG 3) y M. synoviae (MS 2) usando las cepas bacterianas y virales como controles

Los cebadores MG 3 y MS 2, en la PCR multiplex, tuvieron una sensibilidad y especificidad de 100% (Cuadro 5)

Cuadro 5. Valores obtenidos para determinar las pruebas estadisticas de los cebadores de M. gallisepticum (MG 3) y M.
synoviae (MS 2)

Muestras positivas ~ Muestras negativas  Total

Positivos 1 0 1
Negativos 0 11 11
Total 1 11 12

Sensibilidad = 100%; Especificidad = 100%

Los resultados de las 669 muestras de tejido traqueal se presentan en el Cuadro 6. La prevalencia para MG fue de 1.79%,
para MS de 2.84% y para ambas bacterias de 2.09% durante el periodo 2016 al 2019.

Cuadro 6. Muestras analizadas para determinar la prevalencia e incidencia de Mycoplasma gallisepticum (MG) y M.
synoviae (MS)

Tejido traqueal licuado de Gallus gallus

Afo Tipo de soporte Muestras positivas Mues'tras Mugstras Mugstras
MG MS MG/MS Total negativas analizadas  analizadas
216 T e o 1 1 2 s s
o S T - S
S e U S (e
009 Torcw o [ S S SO S L
Tl 01w 0
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El 6.73% del total de muestras analizadas dio positivo para MG y/o MS, 33 muestras positivas (4.93%) pertenecian a
tejido licuado en Tubos Eppendorf PCR, mientras que las 12 muestras positivas procedian de tarjeta FTA®(Cuadro 7).

Como dato adicional se demostré que existe un 100% de similitud de M. synoviae encontrada en muestras de tejido
traqueal con la cepa HNO1; asi mismo M. gallisepticum presenta una similitud del 99.65% con la cepa EgPk1UAFO08 y
un 97.29% con la cepa UNVD14 (Cuadro 8).

Cuadro 7. Numero y porcentaje () de muestras positivas en relacion al total de muestras analizadas

M. gallisepticum M. synoviae M. gallisepticum | M. synoviae Muestras positivas Total
Tubos 10 (1.49) 14 (2.09) 9(1.34) 33(4.9) 435 (65.02)
Eppendorf
Tarjeta 2 (0.30) 5(0.75) 5(0.75) 12 (1.79) 234 (34.98)
FTA®
Total 12 (1.79) 19 (2.84) 14 (2.09) 45 (6.73) 669 (100)

Cuadro 8. Similitud de las muestras positivas de Mycoplasma gallisepticum (MG) y Mycoplasma synoviae (MS) de
galpones nacionales frente a cepas identificadas en la base de datos de NCBI — BLAST

Tipo de soporte Cebadores  nt Gen Organismo Cepa Ident (%)
Mookt N3 2y s e dllerionLAMUART s
miearmas NOY B M2 Memlemsslieion (D1
DISCUSION

En este estudio se utilizo el BioPhotometer plus (Eppendorf, EE. UU) para evaluar la pureza de nuestras cepas de M.
gallisepticum y M synoviae con OD260:0D280 de 1.93 y 1.91, respectivamente, siendo valores aceptables desde 1,80 a
2,00 (Warburg et al. 1942). El porcentaje de acido nucleico fue de 65% y 60% para M. gallisepticum y Mycoplasma
synoviae respectivamente.

Mas de la mitad (64%) de aislados dieron positivo a M. gallisepticum, los cebadores que se usaron para su deteccion van
dirigidos al gen mgc2, el cual codifica proteinas de superficie que estan relacionadas con la citoadherencia (Raviv et al.,
2013), mientras que para la deteccion de M. synoviae en diferentes investigaciones se usaron cebadores que amplificaron
la region de ARNr 16S y los genes vlhA (Hong, 2004; Lauerman, 1993; Kojima, 1997; Hammond, 2009) sin embargo
para nuestra optimizacion de nuestra PCR duplex el ideal fue el cebador dirigido a la region ARNr 16S.

La programacion de la corrida asi como los voliimenes de cada insumo del master Mix se basaron en el Protocolo Q5®
High-Fidelity 2X Master Mix (NEB, USA), el cual presenta un MIX con 2.0 mM de Mg++, una concentracion final de
cada desoxinucledtido dNTP de 200 uM, una ADN polimerasa de alta fidelidad Q5 (~280 veces mas alta que Taq) cuya
tasa de error es de 5.3 x 10”7 (Potapov et al., 2017).

El proceso de optimizacion consistio en: demostrar que al elegir la minima concentracion de los cebadores también se
pueden observar las bandas especificas de los amplicones con el fin de ahorrar insumos, evidenciar una eficaz
programacion para la corrida de la PCR en el termociclador, verificar hasta qué cantidad de material genético se pueden
observar las bandas de los amplicones al realizar las diluciones logaritmicas. La optimizacion de la PCR duplex se
demostr6 al detectar si ambas especies bacterias se encontraban en 669 muestras de tejido traqueal de Gallus gallus.

El trabajo se enfocd en la optimizacion de una PCR diplex para la deteccion de los dos patdégenos en una corrida. Esta
investigacion logro detectar, mediante la técnica molecular optimizada, 45 muestras positivas para MG y/o MS (6.73%),
la prevalencia para MG fue de 1.79%, para MS de 2.84% y para ambas bacterias de 2.09% durante el periodo 2016 al
2019.

Los casos de M. synoviae han ido en aumento en los ultimos 15 afios (Felice et al., 2020). En esta investigacion se logro
detectar 19 muestras con M. synoviae (2.1% tejido en Tubos Eppendorfy 0.7% en tejido impregnado en tarjeta FTA®)
representando el 2.8% del total, siendo un 37% mayor que el resultado de M. gallisepticum. Este resultado es muy bajo
en comparacion a otros trabajos realizados en otros paises donde el resultado es mayor al 55% (Bayatzadeh, 2011).
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Hasta el momento no existen estudios cientificos sobre el diagnostico molecular de M. gallisepticum y M. synoviae en el
Peru; sin embargo, se dispone de reportes del Servicio Nacional de Sanidad Agraria (SENASA) — Pert, donde indican la
presencia de aves de corral infectadas sin mencionar la técnica de diagnostico utilizada y la mayoria de estos reportes solo
mencionan a M. gallisepticum (SENASA, 2020).

Estos resultados se consideran importantes debido a que existe la evidencia de una probable propagacion, y en cierta
manera, usando estas técnicas de PCR multiplex, mejoraria los programas de control de la micoplasmosis aviar.
Adicionalmente se mandaron a secuenciar las muestras positivas y se demostré que éstas tenian una similitud a otras
cepas, como es el caso de Mycoplasma gallisepticum positiva en tejido licuado con la cepa EgPk1UAF08 con un 99.65%
y la cepa UNVD14, positiva en Tarjeta FTA®, asi mismo para Mycoplasma synoviae con similitud de hasta un 100%.

CONCLUSIONES

e Se logré optimizar la PCR multiplex para la deteccion de Mycoplasma gallisepticum y Mycoplasma synoviae en
muestras de tejidos traqueales de Gallus gallus, mediante un proceso riguroso desde la seleccion de los cebadores, al
pasar por las pruebas de concentracion y estadisticas demostrando que los cebadores seleccionados fueron 100% sensibles
y especificos.

e Los resultados fueron que la prevalencia de ambas bacterias fue de 2.09%, mientras que la incidencia fue de 2.24% en
un periodo de cuatro afios.
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