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E1 ensayo de coaglutinacién en tarjetas se desarrolioc

a partir de una cena de Haemophilus pLeyropincumoniac saro-

tipo 1 y Staphyfococcus aureus cepa HG-14 hiperproductora

de proteina A (comparada con la cepa Cowan 1). Ambos anti-
genos fueron teiiidos por separado con rosa de bengala y
suspendidos en amortiguador de lactato pH 3.0 a concentra-
¢ién final del 8%. Para la prueba se colocaron 30 mcl de
suero de cerdo en el pozo de una placa de porcelana blan-
¢ca excavada, los cuales se mezclaron con un volumen igual
del reactivo de estafilococos, agitando por rotacién len -
ta durante cuatro minutos, Si no se presentaba aglutina -
ci6n se agregaban 30 mcl del reactivo de Haemophifus, agi-
tando cuatro minutos mas, se considerd positivo todo grado
de aglutinacidn comparado con un contrcl negativo en el que
el suero se intercambid por amortiguado, salino Ze fosfa-
tos, y un control positive en el que se utilizé un suero
niperinmune desarrollado en conejo contra el cuerpo bacte-
riano intacto de la cepa de Haemgphifus utilizada en la
preparacion del reactivo, Este ensayo se compard contra la
prueba de aglutinacidon lenta en tubo. En ocasiones Sse pre-
sentd aglutinacidn al agregar el reactivo de estafilococos
a los sueros, estas reacciones inespecificas se considera-
ron causadas por presencia de anticuerpos contra el estafj

lococo o por una concentracién elevada de protefnas en los



sueros, por 1o que &stos fueron adsorbides con un volumen
igual (30 mcl) de solucién de proteina A (100 mg/ml) duran
te un minuto y se trataron segiin el método ya descrito du-
plicando el volumen de reactivos, Se probaron 102 sueros
de cerdo por coaglutinacién y aglutinacidén lenta en tubo,
de los cuales se desecharon 22 por presentar hem6lisis se
vera, y2 que esta caracteristica interfirid en l1a lectura
de los resultados de ambas pruebas. Los resultados se com
pararon estadisticamente por la prueba de Chi cuadrada, no

encontrando diferencia significativa entre los ensayos.

Considerando l1os resultados obtenidos l1a prueba puede
ser utilizada para el diagnf6stico de la pleuroneumonfa cop

tagiosa porcina.
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INTRODUCCTION

ANTECEDENTES.
En ias granjas poercinas la prodhccién animal esta re-
gularmente afectada por las enfermedades infecciosas, sien

do las afecciones entéricas y respiratorias las que provo-

can el mayor porcentaje de morbilidad y mortalidad del ga-

nado porcino en América y Europa (Jericho, 1968; Pijoan y

col., 1978; Muirhead, 1979). Son miltiples los agentes etip

16gicos en estas enfermedades y regularmente se asociancon

tasas de crecimiento reducidas {Muirhead, 1979; Burch, 1982).
En los Gltimos afios, 1a atencidén sobre problemas respi

ratorios en cerdos ha sido enfocada a las neumonias, que

aunque de etiologia variable se atribuyen principaimente a

bacterias de los géneros Pasteurella, Boradetellfa yHacmophd i

Lus, sin que se reste importancia a micoplasmas, virus o

interacciones entre estos (Leman, 1981; Taylor, 1981). En
México, las neumonfas representan grandes pérdidas econdmi i
cas para la porcicultura. Estudios realizados en distintos
estados de la Repiblica Mexicana revelaron que un 50% de
los cerdos sacrificados en rastro presentaban lesién pulmg
nar (Maqueda, 1977), tan solo en el rastro de Ferreria en
la ciudad de México, en 1978 el 10-12% de los animales sa-
crificados presentaban neumonia y para 1986 la cifra aumen

té al 28.2% (Ochoa, 1978; Medina, 1986).




Un porcentaje importante de las neumonias lo represen
ta la pleuroneumonia contagiosa porcina, esta enfermedad
es de distribucidn mundial y tiene una gran importancia pa
ra la industria porcina moderna (Leman, 1981; Taylor, 1981).
Los rangos de morbilidad y mortalidad pueden exceder al 50%
durante los brotes agudos y pérdidas posteriores son ocasio
nadas debido a la pobre conversién alimenticia en Jos cer-
dos afectados crdnicamente y el alto costo de su tratamien
to, ademds la prevalencia y severidad de esta infeccidn pa
recen relacionarse con el grado de intensidad de la produgc

cién porcina (Sanford y Josephson, 1981),

Pleuroneumonia Contagiosa Porcina.

La pleuroneumonia porcina estd ampliamente distribufi-
da, se ha encontrado en Inglaterra, Argentina, Estados Uni
dos, Suiza, Holanda, Dinamarca, India, Noruega, Canadi,

Australia, Finlandia, Japdn, Alemania, Taiwan, Suecia, Bel

gica y Francia. E1 agente etioldgico Haemophifus [(Actincba

cillus) pleunopneumoniae, se clasifica segdn sus antigenos

capsulares. En el presente, se reconocen diez serotipos de

signados con nimeros ardbiges del 1 al 10 {Gunnarson y col,,
1977; Rosendal y Boyd, 1982; Nielsen y 0'Connor, 1984; Niel
sen, 1985), dos nuevos serotipos denominados 11 y 12 se han
propuesto recientemente, pero el estatus del serotipo 11 no

es claro eh este momento (Nielsen, 1986). E1 serotipo 1 se



ha encontrado en Argentina, Holanda y Australia, el seroti
po 2 en Suiza, Dinamarca, Suecia y Japdn, el serotipo 3 en
Suiza, Suecia e Inglaterra, el serotipo 4 en los Estados
Unidos, Suecia, Suiza y Fréncia, y, el serotipo 5 en los
Estados Unidos, Canad4, Taiwan, Finlandia, Holanda y B&lgi
ca (Leman, 1981). En México, ha sido aislado el serotipo 1

{Medina, 1986).

Haemophifus (Actinobaciffus) pleuropneumoniace.

A. pleunopneumoniae es una bacteria pleomdrfica que

se observa geﬁeralmente como bacilo corto gram-negativo,
encapsulado, de aproximadamente 0.5 a 1.5 micras de largo
por 0.3 micras de didmetro, inmévil, no esporulado, aero-
bio y anaerobio facultativo, crece bien en medios enrique-
cidos que contienen factor V (nicotinamida dinucledtido),
sin requerimiento de factor X (hemina}, de ahi que se pue
dan desarrollar en la proximidad de las colonias de Sta

phufococcus aureus, ya que éste libera el medioc el factor

V, dicho fendmeno se concce como satelitismo (Cowan, 1974;
Mc Faddin, 1980). Las zolonias en agar suelen ser muy pe-
queiias (menores a un milimetro), blanquecinas, brillantes
y mucoides, se reconocen dos variantes: la lisa y la rugpo

sa.

La diferenciacidn en serotipos es importante en estu-



dios epizootioldégicos de la pleuroneumonfa contagiosa por-
cina. Los antfgenos que permiten la diferenciacion en sero
tipos son parte del material capsular de A, pleunrcopncumond
ae ¥, presumiblemente una mezcla de polisacdrido y lipope
sacdrido, encontrandose en el lipopolisacdrido determinan-
tes antigénos comunes y especificos entre los diferentes
serotipos, e inmunodeterminantes especificos de cepa den-
tro del polisacdrido capsular (Fenwick y Osburn, 19386;
Mittal y col., 1987). El polisacirido capsular de A. pleu
roneupmoniae seritupo 1 (ATCC 27088), es un polfmero 11 -
neal tipo dcido teicoico compuesto por unidades repetiti-.
vas de disacirido 2- acetemido~-2-desoxi-D-glucosa y D- ga
lactosa, de alto peso molecular que presenta ila siguiente

estructura:

0
]
4)— —~D-GlcNacp -(1——=6) - - B~ Galp -(1-0—? —-—0
? ] oH
1 n
(Ac) 0.85

(Altman y col., 19385),

Transmisién, patologifa y Cuadro Clfnico.
La transmisidn de la pleuroneumonfa se 1leva a cabo

fundamentalmente por contacto directo de cerdo a cerdo a



través de aerosoles. E1 periodo de incubacién en condicio-

nes de campo varfa entre 12 y 24 horas para infecciones na
turales y experimentales {Taylor 1931). Entre los factores
que predisponen a la enfernedad estan los cambios bruscos
malas condiciones de higiene, “stress” de-
1674, Tielsen,

de temperatura,
bido al manejo {Bjorlund, 1Y65; Landquist,

18973), y una alta densidad de poblacién (Henry, 1982) La

pleuroneumonia contagiosa porcina puede presentarse en for

ma crdnica o aguda, caracteristicamente en la forma créni-

ca hay disminucién de peso y crecimiento, y una baja con-

versidn alimenticia, provocando mayor costo para el porci-

cultor los animales que se mantienen vivos que los que mug

ren por la forma aguda (Henry, 1982). LoS brotes se presen

tan siabitamente y se detectan por la muerte de algunos cer

dos en la pjara. La manifestacidén mds aparente de esta en-

fermedad es la muerte repentina de los animales y la pre-

sencia de henorragia nasal, debidas al proceso inflamato-

rio del parénquima pulmonar. En la forma aguda puede obser

varseanorexia, disnea con respiracidn diafragmdtica rapida,

cianosis en orejas y extremidades, vémito ocasional y muer
te con hemorragia nasal en uno a cuatro dias o bien recupe

racidén espontdnea, en la forma sobreaguda se detecta hiper

termina (41-42°C), cianosis en piel, abdémen y oreja, nemo

rragia y espuma nasal, cnillidos agudos, opistétonos y muer



te (Ramirez, 1970).

Las lesiones a nivel patolégico ocasionadas por la
pleuroneumonia contagiosa porcina pueden ser observadas tan
to a nivel macroscépico como microscdpico. Las lesiones ma-
croscdpicas comprenden pericarditis, hidropericardio, hidrg
térax de 1iquido sanguinolento, hemorragias en miocardio,
adherencias pleurales, infartos en 16bulos diagragmdticos
y friabilidad de la zona infartada. las lesiones microscé-
picas indican zonas de infarto, edema vascular, infiltra -
cién peribronquial y perivascular de células mononucleares

y hemorragias alveolares (Taylor, 1931},

Los datos disponibles sugieren que 1a enfermedad se
produce cuando A. pleuMopneumonia¢ llega a nivel alveolar y
su virulencia esta asociada a uno o varics factores que pa-
recen ser endotoxinas. E1 microorganismo resulta ser cito-

téxico para los macréfagos alveolares del cerdo y células
mononucleares de sangre periférica. Esta actividad téxica

es aislada en sobrenadantes de cultivo, es termoestable y
puede ser neutralizada con sueros de cerdo con infeccifn
cr@nica y puede producir trombosis vascular y exudacién de
flujo edematoso y hemorrdgico (Bendixen y col.,, 1981} La
infusidn intrabrongquial de lipopolisacdrido obtenido a par
tir de cepas lisas y rugosas de A. pleuhrgpneumondae induce

en cerdos lesiones tipicas a las encontradas en cerdos



moribundos en estados agudos de pleurcneumonfa, indicando
la posible participaci6n de endotoxinas en la patogénesis

de la enfermedad (Fenwick y col., 1386).




La Coaglutinacidn y su Utilidad Diagnéstica.

El m&todo de coaglutinacidn consiste en el uso de la

bacteria Staphyfococcus aubeu! ,cuya paredcontien2 protei-

na A, &sta tiene la capacidad de fijar anticuerpos de la
clase 1gG de algunas especies de mamiferos, por su porcidn
cristalizable (Fc) y deja libres los sitios de combinacidn
(Fab). A1 utilizar djferentes antisueros para cubrir de an
ticuerpos al estafilococo se dispone de una técnica para
reconocer diferentes antigenos en 1iquidos biolégicos, los
cuales se ponen de manifiesto por la aglutinacién de los
estafilococos sensibilizados, el método se muestra en la
figura 1. La prueba ha demostrado tener una sensibilidad
comparable a la aglutinacidn con 1dtex y mayor que la con-
trainmunoelectroforésis, en la deteccién de antigenos solu

bles de Hacemophifus inffuenzae tipo B, Streptococcus pneu-

moniac y Nedlssenia meningifidis, en fluidos corporales

{Thirumoorthi y Dajani, 1979). La prueba también se utili-
za para la identificacidn diferencial de estreptococos
beta-hemoliticos de los grupos A, B y C (Edwars y Larson,
1974), en 1a detecibn de Safmonefla tiphy (Garcia-Tamayo y
Drago, 1982), en la diferenciacién de serovariedades de

Pseudomonasd acruginosa (Ansorg y col., 1984), en la detec-

cidn de antigenos solubles o asociados a c&lulas de Leglo-

neffa prneumophita ser 1 a 6, L. bozemandid, L. dumofid,

L. gormanii y L. micdadei (Wilkinson y Fikes, 1981), para
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la identificacién de Acanthamocba, Nacglenia y Entameceba

iistelytica (Culbertson y Harper, 1980), en la deteccidn

de antigenos de Heapes simpfex (Mogensen y Dishon, 1981),

y en la deteccidn y serotipificacidn de A. pleungpucumeniac
aislado de pulmones neumdnicos de cerdo {Mittal y col., 1983;
Mittal y col., 1986). La ventaja de utilizar al estafilococo
como soporte sél1ido es que su obtencidn en gran escala a ba-
Jo costo es factible en nuestro pafis. La sensibilidad de Ja
prueba permite demostrar la presencia de antigenos que tie-
nen una concentracidn de 1 mcg/ml o un poco menos (Garcia
Tamayo y Drago, 1982). Otras pruebas como el radioinmunoen-
sayo o ELISA tienen una sensibilidad superior, pero no se
puede rechazar la utilidad de la coaglutinacién comoc una
prueba de ayuda diagndstica para muesiras de campo gue Se

encuentran en espera de exdmenes o cultivos cuyos resulta-

dos demorardn horas o dias.
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Staphulococcus aureus y Proteina A

Staphyfococcus aureus es unp cgco gram-positivo que se

desarrolla en forma de racimos, es inmévil y no forma espg

ras. Su didmetro puede variar entre 0.7-1.2 micras. Aero-

oxidasa-ne

1974).

bio y anaerobio facultativo. Catalasa-positivo,
los azicares por fermentacidn (Cowan,
de este mi-

gativo. Ataca a

El conocimiento de Tas reacciones inmunoldgicas

croorganismo comin estd todavia muy incompletoc, probable-

mente no exista ningin otro patdgeno humano que produzca

tantos factores virulentos como §. aureus,entre las sustan

cias mejor caracterizadas estan la toxina alfa (una de las

cuyatro hemolisinas conocidas), coagulasa, lipasa, leucoci-

dina, enterotoxina, exfoliatina y proteina A (Fudenberg,
1980). La proteina A se distribuye uniformemente en Ta ca-
pa mas externa de la pared celular del! 75 al 90% de las ce
pas de S. auncus coagulasa-positivas (Forsgren, 1970). no
existiendo una correlacidén clara y demostrable entre su

presencia y la patogenicidad del microorganismo (Forsgren

1972; Lind, 1972). La proteina estd unida covalentamente al

peptidoglican de lTa pared celular, constituyendo de un 5 a

7% del peso de la misma y alrededor del 1.7% del peso total

de la bacteria (Sjoquits y col., 1972}, aunque un 8 a 30%

es secretado durante la fase exponencial de crecimiento



(Frosgren, 1969; Movitz, 1976). El monto de produccidn de
la proteina A por los estafilococos es muy variable y de-
pende de la cepa de origen, upa de las mejores producto-
ras es la cepa Cowan I (ATCC 12598; NCTC 8530), en tanto
que las cepas resistentes a meticilina usualmente carecen
o solo la secretan {Lind, 1972, Winblad y Ericson, 1973).
La cepa Cowan | se considera l1a cepa de referencia por su
capacidad de produccidn de proteina A, sin embargo, se pue
den aislar cepas silvestres hiperproductoras a partir de
muestras clfinicas con relativa facilidad probando el con-
Atenidu de la proteina mediante microhemagliutinacién (Gon-
zdlez-Aguitar y Lépez-Revilla, 1980}.

La protefna A reacciona con estructuras Fc de la cade
na pesada de las gamma-globulinas. Basandose en la activi-
dad de unidn de fragmentos y subfragmentos moleculares y
datos de cristalografia de rayos X se observd que el sitio

de unién estd localizado en la interfase C%-— C% en la
1g6 humana, en Tla de cerdo y probablemente también en la
de otras especies (Kronvall y col., 1979%a). Es preciso se-
falar que esta proteina no se fija a todas Tas gamma-globy
linas animales, sino que se circunscribe a las de algunos
mamiferos como el hombre, conejo, ratén, oveja, cabra, ra-

ta, echidna, cerdo y cuye, aunque no se excluye 1a pasibi-

lidad de otros. Ain mds, solo es capaz de fijarse a algu-
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nas de las subclases de dichas gamma~-globulinas (Goding,
1976) .

La proteina A posee un peso molecular de 42,000 d,
contiene 378+ 6 residuos ar;xino.icidos y menos del 0.2% de
hexosami'nas. presenta cuatro residuos de tirosina pero no
contiene triptofano y su A %?‘Snm es de 1.65 (Sjoquist y
col., 1972). Su punto isoeléctrico es 5,1 (Lindmark y col.,
1977). La molécula se conserva estable en un intervalo de
pH de 0.99 a 11.8 y parcialmente intacta alin en clorhidra-
to de guanidina 6 molar o a 80°C, normalrente se encuentra
cerca de un 50% de estructura alfa-hélice y 10-20% de es-
tructuras beta (Sjoholm, 1975). La proteina consiste de
cinco regiones, cuatro de las cuales (fragmentos D,A,B y
C) pueden unirse a la regién Fc de la Ig6 y muestran un al
to grado de homologia (Sjodahl, 1977), sin embargo, funcig
nalmente s6to dos sitios pueden combinarse con la Ig9G, po-
siblemente debido a interferencia estérica (Sjb'quist y
col., 1972). Aunque la unidén con la I1gG se da en la inter-
fase de las regiones hom&logas constantes 2 y 3 del fragmen
to Fc, se ha descrito una interaccién alterna entre la
gamma-globulina y la proteina A que comprende la existen-
cia de sitios activas para la proteina A en el fragmento
F(ab‘)28 de 1gG, siendo el fragmento B de 1a proteina el

que se combina con el sitio activo F(ab') 2 (Ing'a'nas y



14

col., 1980; Inginas y col., 1981). Las 1g6 gue precipitan
con proteina A contienen dos sitios activos que cooperan
en la precipitacidn, la ausencia de uno de estos sitios
inhibe la reaccidén o vuelve no reactiva a la IgG. Si la
inmunoglobulina es reactiva solo en la regién Fcs , ésta
puede inhibir la precipitacidén entre una inmunoglobulina
precipitante y la proteina, y si ésta es reactiva también
en la regidn Fab de la molécula, el fragmento F{( ab‘)2
puede participar en jniciar la formacidén de co-precipita
cién directa (Kronvall y Williams, 1971; Ing3dnas y col.,
1980). La constante de equilibrio pare el complejo protef

7 1/mol, que es el mismo va-

na A-19G de humano es 4 x 10°
lor que el de una reaccidn de anticuerpos de baja afini-
dad {(Kronvall y col., 1979b). Es necesario sobresaltar que
ta proteina A no se fija a cualquier clase de 1gG. En huma
nos por ejemplo, sdlo se forma compiejo con las subclases
lgGl. 1962 e IgG4 con la 1963 regularmente no se combina
excepto cuando ha side codificada por dos alelos especifi-
cos &3, presentando histidina en la posicign 435, mientras
que aquellas gque no se combinan tienen arginina en dicha po
siciédn (Van Loghem y col., 1982}. Algunas subcliases de IgM
de humano y conejo también pueden unirse a la proteina A
{Goding, 1976), también puede existir interaccidén con IgE

humana mediante la via de interaccidén alterna con F(ab')25



(Inganas y col., 1980), asi mismo un 10% de 1a 19G porcina
reacciona por esta via (Milon y col., 1978), finalmente,
la subclase 2 de la 1gA humana y las 1gD de superficie en

linfocitos son capaces de figar proteina A (Goding, 1976).

Cuando la proteina A se liga a IgG via la pieza Fc blg
quea la fijacidn del primer componente del complemento, Cl
(Sstalenheim y col., 1973), sin embargo, dicha unién si de-
sencadena el sistema del complemento (Sjoquist y Stalenheim,
1969; Stalenheim y col., 1973), solo que la activacidn se
da cuando se 1iga la proteina a la porcion Fab de IgG, los
efectos bioldgicos de 1a proteina A como Ta fijacidn del
complemento son mediados en parte por la reactividad asocia

da a Fab (Inganas y col., 1980);

La proteina A puede ligarse a los receptores para
gamma-globuliinas en macréfagos y polimorfonucleares inter-
firiendo por 1o tanto en los procesos de fagocitosis, tam-
bién se ha observado puede ser un activador policlonal de
células B (Ingdnas y col., 1981; Barnet-Foster y col.,

1982).

La proteina A ha sido aislada mediante cromatografia
de intercambio i6nico y filtracién en gel previa digestidn
de la bacteria con lispzima, pero los productos son en ge-

neral heterogéneos y los rendimientos bajos, en contraste
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cuando se trata la bacteria con lisostafina que produce pro

teina A mis homogénea (Sjoquist y col,, 1972 a,b). Se han

obtenido rendimientos mds altos y proteina de alta pureza

utilizando columnas de inmunosorbencia con IgG ligada a

sepharosa 43 a ﬁartir del sobrenadante de bacterias digeri-

das con lisostafina (Hjelm y col,, 1472}, E] aislamiento en

un paso se logra separando la proteina A del caldo de uncul

tivo de estafilococos por medio de una columna de inmunoso)

bencia (Kronvall, 1973). También se ha utilizado cultivo de

didl1isis con la cepa de S. aukicus A676 con buenos resulta -

dos (Landwall, 1978).
La biomasa y el monto de proteinas producidas por un esta-

filococo se ven influidas por el tipo y concentracidn de nu

trientes, asi como el pH del medio en donde se desarrollan.

Se considera que un desarollo satisfactorio de §. autcus

con alta produccién de proteina se ve favorecido por medios

que contengan extracto de levaaura e hidrolisado de casef -

na, con un pH regulado entre 7.0-7,5, siendo recomendable

la adicidén de vitaminas como la tiamina (Arvidson y Holme,

1971, Arvidson y coil., 1971), En el caso particular de prg

duccidn de protefna A, los medios mds recomendables son el

CCY (hidrolisado de caseina-extracto de levadura) y el cal

do soya-tripticaseina, a un ph de 7.4 incubando a 37°C por

por 24 a 43 horas (Landwall, 1978 Ansorg y Zarifoglu, 1936).
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El estafilococo vivo en suspensidn o conservando a 4°C
presenta un decremento en la actividaa de protefna A de un
50% en tres dfas, aidn a -20°C la actividad decrece rdpida -
mente debido a la activida& de enzimas autolfticas (Kronvall
y col., 197va). Se ha propuesto diversos métodos para inacti
var la bacteria, pero la mayorfa de ellos resultan en una
pércida considerable de la actividad de proteina A (Ansorg
y Zarifoglu, 1986). El método mas utilizado de inactivacién
y estabilizacién del estafilococo para la coaglutinacidn con
Ssiste en Separar la masa bacteriana por centrifugacibn y fi-
jarla con formalina al 1.5% a una concentracidn final de bagc
terias al 10%, a temperatura ambiente durante 9J minutes, con
agitacién constante, La suspensidn es introducida a un Daiio
a 80°C durante 5 minutos seguido por un enfriamiento rdpido
en bafo de hielo, este tratamiento térmico destruye a las bac
terias que pudieron sobrevivir al tratamiento con formalina
(Goding, 1976), sin embargo, dicho tratamiento disminuye a
un 42% la capacidad de fijacién de 19G por el estafilococo
y se ha propuesto que el tiempo de tratainiento puede serdis
minuido a 30 minutos si se usa formalina al 0.5% sobre una
suspensién al 1% de estafilococos, omitiéndose el tratamien
to térmico, de esta manera se obtiene un 74-76% de activi -
dad de fijacidén de IgG por la bacteria. E1 tratamiento con

n-prvopanol al %J% sobre una suspensidn de bacterias al 1%



en amortiguador de fosfatos durante 10 minutos arroja re-
sultados semejantes {Ansorg y Zarifoglu, 1986). La bacte-
ria una vez fijada se lava varias veces con amortiguador
salino de fosfatos y se ajusta al Iv: almacenandose 3

- 20"C o liofilizando para no perder actividad (Goding,
1376). E1 contenido de proteina A por célula es cercano a
830,000 moléculas (Kronvall y cal., 1976L) y 200 ag de btac
teria liofilizada (aproximadamente un gramo de peso hime-

do) pueden fijar 20 mg de lgG (Ansorg y Zarifoglu, 14s6).



Diagnéstico de la Pleuroneumonia Contagiosa Porcina.

El diagnéstico de la enfermedad se puede realizar a
partir de los datos clfnicos, patolégicos o a través de los
andlisis de laboratorio. En vista que la rdpida deteccidn
e identificacidn del agente etioldgico en la infeccidn pue
de ser de gran valor en el diagndstico y tratamiento rdpi-
do y efectivo de la enfermedad, y que los portadores asf
como los enfermos cronicos son de importancia para la pre-
valencia de la pleurocneumonfa porcina, el diagndstico de
laboratorio es el procedimiento mds confiable para el con-
trol de esta afeccidn.

En el laboratorio, 5. pleuropneumendae puede ser ais-
lado a partir de exvdados bronquiales 0 nasales y homoge-
nados de pulmén con lesién neumdnica. La muesira es sembra
da para primo aislamiento en agar sangre al 5%, inoculando
por estriade continuc y colocande sobre Este una estria de

Staphylfococcus auncus como cepa nodriza. E1 aislamiento de

be mostrar colanias pequefias cercanas a la estria de esta-
filococo, las cuales presenten nemélisis beta, dando un
diagndstico presuntivo rdpido, la identificacidn final se
obtiene con pruebas bioquimicas. La bacteria puede Ser de-
tectada a partir de los exudados y nomogenados de pulmén
antes citados por inmunofluorescencia directa e indirecta

{Rosendal y col., 13981; Rapp y col., 198v), aglutinacidn
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en placa (Mittal'y col., 1382 Rapp y .Col., 1985), agluti-.

nacidén lanta en tubor(Gunnaréson y éoi.,ri977).’bfqgipiga-,
cién en tubo capilar (Mittal.y col., 1982) inﬁuuodifusién -
(Rosendal y col., 1981), nemoaglutinacién indirécta (iHiel-
spn y O0'Connor, 1984), y por coaglutinacidn (Mittal y col.,
1983; #ittal y col., 1386).

Durante las infecciones naturales o experimentales la
resuuesta huinoral y celuiar inmunes son estimuladas al pa-
'recer por la presencia del lipopolisacdrido y el polisacéd-
rido capsular de A. pleuropucumondae {(Fenwick y Osourn,
1386)., Jos anticuerpos circulantes pueden ser detectados
alrededor de una semana después de la exposicién al agente.
Estos anticuerpos son demostrables por las pruebas de fija-
cidn de complemento (Lombin y col., 1932), aglutinacién len
ta en tubo y aglutinacién con 2- mecaptoetanol (Nittal y
col., 1334), y por la prueba de ELISA (Hicolet y col., 1931}
Los niveles de anticuerpos son mdximos en 3 a 4 semanas des,
pués de la infeccién y persisten por varios meses, pero de-
saparecen después de la total resolucién de las lesianes.
Las pruebas serolfgicas son utilizadas regularmente no solo
con fines diagndésticos sino también para el control epizoo-
tioldgico de l1a enfermedad, las pruebas que se han utiliza-

do con relativa eficiencia para éste fin son la fijacidn de
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complemento y la aglutinacion con 2-mercaptoetanol, gque al
menos han dado buen resultado en Estados Unidos y Canadd
{Scnultz y col., 1982; Mittal y col., 1934), sin embargo,
estas pruebas no son tan sensibles y algunos portadores
pueden pasar inadvertidas. En el caso de la fijacién de
complements existe un problema adicional, la actividad pro
complementaria del suero porcino ccasiona el requerimiento
de suero fresco de ternera para la prueba y la actividad
anticomplementaria presente también interfiere frecuente -
mente en la evaluacién e interpretacién de la prueba (Mi-

ttal y col., 13984).

Es claro que las pruebas disponibles hasta ahora no
reunen los requisitos necesarios para un control seroepi-
zootiol6gico confiable y deben desarrollarse pruebas de
sencilla realizacion y alta sensibilidad sin que se altere
la especificidad, en el presente trabajo la prueba de coa-
glutinacidén na sido modificada para detectar anticuerpos
séricos como una alternativa & las pruebas de diagndstico

ya existentes.
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0B JET IVDO

ADATTAR LA TECNICA DE COAGLUTINACION PARA EL
DIAGNOSTICO DE LA PLEURONEUMONIA CONTAGIOSA
PORCINA EN UN ENSAYO DE TARJETA.

Este trabajo se realizd en la Unidad de Investigacidn
y Estudios de Posgrado de la Facultad de Estudios Superio
res Cuautitlan, U.N.A.M., y en el Departamento de Biolo -
gia Celular del Centro de Investigacién y Estudios Avan -

zados (lLaboratorio BC-52), [.P.N.



MATERIALES Y METODOS

Material bioldgico.

A. Microorganismos.

Haemophifus (Actincbacillus) pteu-
aopneumoniae ser 1 (Hpp-1). Cepa-

rio del Laboratorio de Microbiolg

gia, Coordinaci6n de Investigacidn
y Posgrado, FES-C, UNAM.

Staphyfococeus aureud cepa HG-14

(SpA-14). Proporcionado por el Dr.
Rubén Ldpez Revilla, Depto. de Big
logia Celular, Centro de Investiga
cién y Estudios Avanzados, IPN.

Staphulococcus aurceus.Cepario del

Laboratorio de Microbiologia, Coor
dinacién de Investigacidn y Posgra

do, FES-C, UNAM.

B. Antisueros. Suero anti-Hpp-1. Desarrollado en cone

jo contra el cuerpo bacteriano in
tacto, con titulo 1:250 por inmung
difusidén radial, proporcionado por
el Q.F.B. Andrés Romero Rojas, Coor
dinacidén de investigacién y Posgra-
do, FESC-C, UNAM.

Suero anti-Estroma eritrocitario

de carnero, desarrollado en conejo,
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con titulo: 1:2000, Whittaker M.A.
Bioproducts (Walkersville, Maryland)
C. Levadura de pan {comercial).

D. Muestras. Sueros de cerdo obtenidos del rastro. de

Cuautitldn, Edo. de México.

E. Eritrocitos de carnero al 50% en solucién de Alsever.
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Medios de cultivo y soluciones.

A. Caldo ATCC 117. Contenia 5.0 g de peptona (Bioxon),
3.0 m]l de extracto fresco de levadura, 1.5 g de extracto
de carne (Bioxon) y 1.0 g de glucosa por cada 100 ml. Se
esterilizé en auvtoclave a 121°C {15 1b) durante 15 minutos

(American Type Culture Collection, 1974).

B. Agar para infusidn cerebro-corazén (BHI). Se utili-

26 el medio comercial Bioxon.

C. Caldo para infusién cerebro-corazén con extracto de
levadura (BHI-L). 37.0 g del medio comercial BHI se resus-
pendieron en 950 ml de agua destilada esterilizando a
121°C (15 1b) durante 15 minutos, la mezcla se dejé enfriar
a temperatura ambiente y se adiciondé con 50 ml de extracto
fresco de levadura., E1 medio también se prepard utilizando

agar BHI, para crecimiento en placa.

D. Extracto de levadura. 250 g de levadura de panadero
se suspendieron en 1000 ml de PBS pH 7.4 calentando la mez
cla a 60°C durante 60 minutos con agitacién constante. La
suspensifn se centrifugd a 2500 X g durante 20 minutos pa-
ra remover los cuerpos gruesos, el sobrenadante se prefil-
tré a través de membrana milipore de 1.25 micras y se este

rilizé finalmente con milipore de 0.22 micras.

F. Amortiguador saiino de fosfatos (PBS}. Solucién

acuosa con 0.8 g de NaCL, 0.02 g de KC1, 0.0144 g de
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NaZHPOA.HZO y 0.02 g de KHZPO4 por cada 100 ml {(pit 7.4).

G. PBS-azida. Solucidn de PBS adicionada de azide de
sodio a concentracién de 0.02 g por cada 100 ml.

H. PBS-VAT. Solucidén de PBS-azida adicionada con 0.05g
de edetato de sodio y 0.5 ml de tritén X-100 por cada 100ml.

I. Sojucidén salina fenicada (SSP). Solucién acucsa con
0.85 g de NaCl y 0.5 g de fenol por cada 100 ml. La solu-
cién se esterilizé a 121°C (15 1b) por 15 minutos.

J. Diluyente amortiguado, A 330 ml de NaOH al 6% en SSP
se adicionaron 90 ml de dcido ldctico concentrado completan
do el volumen a 1000 m1 con SSP (pH 3.6).

K. Rosa de bengala. Solucién acuosa estéril con 1.03 g

de rosa de bengala por cada 100 ml.
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Cultivo de los microorganismos.

A. Haemophitus pleunopneumondfac ser 1,

Cultivo en placa. La cepa de Hpp-1 fue sembrada por es
triado continuo sobre placas de BHI con una estria perpen-
dicular de S. aurcus en el centro de las placas, incuban-
do a 37°C por 24-48 h. E1 crecimiento en satelitismo se
transferfa a placas de BHI-L inoculando por estriado conti
nuo, incubando a 37°C por 24h.

Cultivo en caldo. E1 crecimiento de una placa de BHI-L
se lavé con 10 m1 de PES y la suspension se ajustd a una
concentracién de 3X- 107 bacterias/ml, inoculando 50 ml de
caldo BHI-L con 7 ml de dicha suspensién incubando a 37°C
por 4-5 h, posteriormente 25 mi1 de este crecimiento fueron
transferidos a un litro de caldo BHI-L incubando la mezcla
en agitador orbital (New Brunswick Secientific Co. Inc.). a

37°C y 100 rpm durante 24h.

B.Staphylococcus aureus cepa HG-14.

Cultive en caldo. E1 crecimiento de toda la noche de
una placa de BHI (sembrada por estriado continuc) se lavé
con 10 ml de PBS y la suspensidn se ajustd a 1.5 X 1010
bacterias/ml a partir de 1a extincidn a 700 nm y 7 ml de
ésta se adicionaron a 50 ml de caldo ATCC 117, incubando
a 37°C por 7-8h. A un litro de caldo ATCC 117 se inocula-

ron 25m1 del crecimiento y se incubé en agitacidn orbital

a 37°C y 100 rpm durante 15-18h.
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Fijacidén y estandarizacidn de las cepas.

Fijacidn de S. autrcus cepa HG-14. Se utilizd el método

de Ansorg y Zarifoglu (1986). Las bacterias propagadas en
el caldo fueron centrifugadas a 3000 X g por 15 minutos y
el paquete se lavd por centrifugacion con PBS en dos oca-
siones. E1 paquete resuspendido en PBS a una concentracidn
aproximada del 2% (V/V) y se mezclo con un volumen igual
de l-propanol y se mantuvo a temperatura ambiente durante
10 minutos, agitando ocasionalmente. La inactivacién se de
tuvo por centrifugacidén a 3000 X g por 15 minutos y las
bacterias fijadas se lavaron por centrifugacidn con PBS en

dos ocasiones.

Fijacidn de Haemephilus pleunopneumoniac ser 1. Las bac

terias propagadas en caldo fueron centrifugadas 3000 x 9 por
15 minvtos. E1 paquete se lavé por centrifugacidn con P8BS
en dos ocasiones y se resuspendid con formaldehido al 0.5%
en PBS a una concentracidn aproximada del 1% (V/V). La mez-
cla se incubé a temperatura ambiente por 30 minutos con agi
tacién ocasional. La inactivacién se detuvo por centrifuga-

cién y el paquete se lavd dos veces mds con PBS.

Estabilizacion de las cepas. Las cepas se estabilizaron

por el método de Kessler, modificado por Gonzdles-Aguilar y
Lépez-Revilla(1980). *as bacterias fijadas se resuspendieron

con PBS-VAT a una concentracidn aproximada del 10% (V/V}, se



incubaron 26 minutos a temperatura ambiente con agitacién
ocasional, se lavaron con PBS-azida en dos ocasiones y se
resuspendieron finalmente en PBS-azida a una concentra -

cién aproximada de 10% (V/V). La suspensién se dividié en

alicuotas y se conservd a -20°C hasta su uso.
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Jincién y estandarizacidn para el ensayo de coaqluri-

nacidn. tas bacterias fijadas (SpA-14 y Hpp-1) se tineron
de manera anidloga a el antigeno brucelar amortiguado (Al-
ton, 1975). Después de dos lavados con PBS los paquetes
bacterianos se pesaron y resuspendieron con suficiente
SSP para obtener un volumen de 22.5 ml por gramo de célu-
las, ésta suspensidn se adiciond con 1.0 ml de solucién
de rosa de bengala por cada 35 ml de la misma, agitandose
con barra magnética durante dos horas. La suspensién se
filtré a través de algodén estéril y las bacterias teni-
das fueron lavadas por centrifugacidn con PBS en dos ocea-
siones., El paquete bacteriano se pesd nuevamente y se agre
garon 2.0 ml de diluente amortiguado por gramo de bacte -
rias tefiidas y se resuspendidé con agitacidén orbital (50
rpm) durante dos horas. La suspensidon se ajustdé nuevamen-
te a un voliumen de 14 ml de diluente amortiguado por gréa-
mo de células, se mezcld con barra magnética durante dos
horas y se filtré por algodén estéril. Una alicuota fue
tomada para determinar 1a densidad de la suspensién como
el volumen porcentual de las celulas empacadas, esta de-
terminacién consistid en colocar la suspensién de bacte-
rias en un tuto capilar, sellando por calor uno de los
extremos y centrifugando a 3500 x g en una microcentrifuy
ga. E1 paquete celular se midié directamente en un lector

para microhematocritico clinico, siendo dicha medicidn la
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correspondiente al porcentaje de células en la suspensign.
Cuando el volumen de c&lulas en la suspensidn no era igual
al 8%, se ajustaba la concentracién por adicidén de diluen-
te amortiguado o bacterias tefiidas segin se encontrara mas
o menos concentrada (respectivamente) la suspensidén, agi-
tando dos horas mds y determinando la densidad hasta obte-
ner la concentracién adecuada. El pH de la suspensidn de-
bia ser 3.65+ 0.05 y al mezclarse con un volumen igual de
suero, éste debia mantenerse en 3.8+0.05. Las suspensiones
se dividieron en ulfcuotas de 5.0 ml y fueron almacenadas

a 4°C hasta su uso. (Figura 2).

Estandarizacién_de Hpp-1 para el ensayo de aglutinacidn

ienta en tubo (SAT). Las bacterijas propagadas en caldo se

iavaron dos veces por centrifugacién con PBS. El paquete

se resuspendid en formaldehfdo al 0.5% en PBS a una concen
tracidn aproximada del 1% (v/v), la mezcla se incubd a tem-
peratura ambiente durante 30 minutos agitando ocasionalmen-
te. Las bacterias se lavaron dos veces por centrifugacidn
con PBS y el paquete bacteriano se resuspendié a una concen

tracién del 4.5% y se almacend a -20°C hasta su uso.

Pruebas de aglutinacién.

Aglutinacién lenta en tubo (ensayo cantrol). Se 1levé

a cabo por el método de dilucién decimal segidn Morilla y
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Fig, 2 PREPARACION DE]L, RZACTIVC

Cultivo de 18=2C hr en medio
1fquido ]

. Lavado con P2, pH 7.k

‘Sob;_'enaduntc - Paquete
’ Suspender al 23 en PBRS, pH 7.4
Mezclar con ? .vol. de 1-Iropanol
Inrubar 30 mine a TiA.
Lavado con PBS .

Prquate - - ~2nadaate

Pesar, resuspender al 103
con PSS-VAT
l Incubar 15 min. a T.A. . i
lavado con PES ‘

Sobrenadant: Paquete

Fesnr, recuspender con 28.9 ml'de i

SSP por gramo de productoc y agregar |

1 ml de rosa de bengala por caun 35 ml !

Agitar 2 hr con bturra magnética
Filtrar por algoddn abgor-
bente emtéril

Lavado con PES

Faguete Sobrenadante

Fegar, resucpender con 14 ml de
diluente amortiguado por gramo

Agitar 2 hr, filtrar por algodén
Comprobar concentracién (8% por microhematocrito)
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Bautista {1986). La suspensidén de Hpp-1 al 4.5% se diluyéd
@ una concentracién celular equivalente al 0.045% con SPP
{1:100 v/v). La dilucién se nizé al menos 12 noras antes

de utilizarse y se conservd a 4°C hasta su uso. Antes de

iniciar la prueba tanto los suerg: nroblema como el anti-
geno diluido fueron expuestos a temperatura ambiente du -
rante 30 a o0 minutos. Para el ensayo se procedidé del si-

guiente modo:

1.- Por cada muestra se emplearon cinco tubos que co
rrespondian a las diluciones 1:25, 1:50, 1:100, 1:200 y
1:430.

2.~ Con una pipeta de Bang se depositaron en el fondo
del primero al quinto tubo 890, 40, 20, 10 y 5 microlitros
del suero de prueba.

3.- Con una pipeta seroldgica se depositaron 2.0 ml
de antigeno diluido 1:100 en cada tubo, resultando las di
luciones antes citadas.

4.- Los tubos se agitaron durante 30 segundos y se
incubaron a 37°C durante 48 horas

5.- La lectura de la prueba se 1levé a cabo utilizan
do una luz fluorescente indirecta con fondo negro. E} gra
do de aglutinacidn se midid observando la transferencia
sin agitar el tubo. Se considero el titulo del suero aque

Tla dilucidn que causara aglutinacién y sedimentacidn pro-
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nunciadas con transparencia del 50%,

8.- Como controles de la prueba se utilizaron dilucig
nes de un Suero negativo y del antisuero control, asi como
agua destiiada para comprobar la no existencia de autoagly
tinacién o la formacién de sedimentos espontdneos del anti

geno diluido.

Coaglutinacién con SpA-14, Antes de realizar Ja prue-

ba lo: sueros problema, los controles y 1os antigenos es-
tandarizados se dejaron reposar a temperatura ambiente du-

rante 30 a 60 minutos,

1.- Se depositaron con una micropipeta 30 microlitros
de suero problema sobre una placa de porcelana excavada,
seguidos por 30 microlitros de antfgeno acidificado amortj
guado de SpA-14 mezclando perfectamente con el extremo de
un aplicador de madera.

2.- La mezcla se dejd reaccionar durante 3 minutos con
un ligero movimiento de vaivén. Con los sueros que ocasio-
naron aglutinacidn en este punto ya no procedié el siguien=~
te paso.

3.- Se agregaron a la mezcla 30 microlitros de antige
no acidificado amortiguado de Hpp-1 mezclando perfectamen-
te con un aplicador de madera.

4.~ La mez2cla se dejd reaccionar durante 4 minutos con

un ligero movimiento de vaivén. Pasado este tiempo la lec-
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tura se efectué de inmediato, considerando positivo el suge
ro que provocara aglutinacién visible con respecto a los
controles.

5.~ Se utilizaron como controles el suero de un ani-
mal lipbre de nemofilosis (control negativo), el antisuero
control anti-llpp-1 (control positivo) y PBS para descartar

autoagiutinacion de los reactivos.

Adsorcién de los sueros con proteina A soluble. Los

sueros que ocasionaron aglutinacién en el punto 2 del pro-
cedimiento anterior se adsorbieron con un volumen igual
(30 microlitros) de solucidén de proteina A {100 mcg/m1)
durante un minuto y se trataron segin el método descrite
en el parrafo anterior, duplicando el volumen de reacti-

vos (60 microlitros),
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Aislamiento y purificacidén de proteina A.

El aislamiento de protefna A se 1lev6é a cabo segin el
método de Sjoquist {Sjoquist y col,, 1972b) ligeramente mo
dificado. 12.0 g de SpA-14 {peso hamedo) fijadas por el mé
todo anteriormente descrito, fueron suspendidas al 5% en
solucidén de sacarosa 0.25 M en Tris-HCY 0.05 M, pH 8.0. Se
agregd a la mezcla lisozima a concentracidn final de 5mg/ml
y se incubéd a 37°C por 18 h en agitacidén orbital {100 rpm).
Después de centrifugar a 5000 X g durante 20 minutos a 4°C
el sobrenadante se dializdé contra agua destilada por 24 h.
E1 precipitado formado durante esta etapa se descartd por
centrifugacidn. E1 sobrenadante fue entonces adicionado con
bicarbonato de sodio a concentraci6n final de 0.1 i y apli
cado a una columna de DEAE-celulosa (2 X 19 cm) con fiujo
aproximado de 20 mi/n. La columna se lavo con 200 ml de bi
carbonato de sodio 0.1 M y 1a muestra se eluyd con un gra-
diente linear de 150 ml 0,1 M y 150 m} 0.4 M de bicarbona-
to de sodio, pH 8.0, se midié la conductividad, absorban -~
cia a 280 nm y la concentracién de protefnas 2 las fraccig
nes obtenidas (2.5 ml1). Las fracciones adecuadas fueronprg
badas para contenido de proteina A y aquellas que presenta
ron titulos mayores a 1:1024 fueron combinadas y se concen
traron por ultrafiltracidn (Micro Filtration Sistem Mo.
UHP-78) con membrana de corte 10,000 de peso molecular

{uitra/por MHCO-10K). E1 concentrade fue aplicado a una co



lumna de Sephadex G 150-200 (2 X 69 cm) en Tris-HCl1 G.U5 W,
1.0 14 HaCl, pH 8.0, con flujo aproximado de 30 ml/h, deter
minande a las fracciones obtenidas la absorbancia a 280 nm,
el contenido de proteinas y la actividad de proteina A. Las
fracciones con actividad de proteina A fueron combinadas y

recromatografiadas en la misma columna.
Determinaci6n de proteina A,

La determinacidn se realizéd segdn el método de micro-
nemaglutinacién propuesto por Sjoquist y Stalenneim (19669).
Los eritrocitos de carnero al 50% en Alsever fueron lava-
dos por centrifugacidn con PBS en tres ocasiones, el paque
te se resuspendid con un volumen suficiente de hemolisina
diluida 1:8000 en PBS {un cuarto de la dosis minima hema -
giutinante) para obtener una concentracién final del 2%
incubados 60 min. a 37°C y lavados por centrifugacidn con
P8S tres veces mds y el paquete se resuspendi6 finalmente
a concentracidn del 2% en PBS y se almacené a 4°C nhasta su
uso. Para la determinacidn de protefna A se prepararon di-
luciones dobles sucesivas en PBS desde 1:2 hasta 1:20438 con
50 mcl de las muestras en placas de poliestireno para micro
nemaglutinacién, a cada pozo le fueron agregados 50 mcl de
Ta suspensidén de eritocitos sensibilizados, incubando la
mezcla a temperatura ambiente por 12-24 horas. Las muestras

con titulos menores a 1:1024 fueron descartadas.
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Determinacidn de proteinas,

Fueron de: rminadas por el método de Kalb y Bernlohr
(177). Se determiné la extincif6n de las fracciones a 230
y 260 nm contra blanco de aéua destilada y la concentra -
cién se calculé a partir de la férmula:

183.E230 - 75.8.5260 = mcg/ml, Electroforésis en gel de

poliacrilamida-dodecilsulfato de sodio (SOS-PAGE).

Los geles de acri]ami&a/N,N‘- metilenbisacrilamida al
12% se prepararon de acuerdo a las instrucciones del fabri
cante asf comc los amortiguadores de muestra y de corri -
miento, Dichos geles fueron tefiidos con azul brillante R
de Coomassie segin las instruccicnes del mismo fabricante
(Sigma Tech, Bulletin No, MWS-877, Sigma Chem. Co., St,
Louis. Mo. U.S.A. Jdan. 1986), La electroferésis se reali-
z6 a 150 voltios por espacio de tres horas, la movilidad
relativa de las protefnas (Rf) se calcul6 como el cocien-
te de la distancia recorrida por las protetnas {en cm) en
tre la distancia recorrida por el colorante indicador de
corrida, graficando los resultados en papel semi logarft-
mico para los marcadores de peso molecular e interpolando
loes valores de las fracciones de muestra en la curva de

calibrado obtenida.



RESULTADOS

Aislamiento y purificacién de proteina A.

En la Figura 3 se muestra el perfil ge 1a cromatografia
en columna de UEAE-celulosa, E1 material activo de protefna
A detectado por microhemaglutinacién se confin6 en traes pi-
cos, encontrandose el mayor contenido de proteina en el pi-
co A. Las fracciones correspondientes a estos picos un2 vez
concentradas por ultrafiltraciédn presentaron un titulo ma-
yor gque 1:1,000,000. La Figura 4 A presenta la cromatogra-
fia de este concentrado en Sephadex G 150-200. Se obtuvie-
ron dos picos separados con actividad de protefna A, siendo
que en el segundo los titulos de proteina en las fracciones
fueron iguales o menores a 1:1024 se considerd que 1a can-
tidad de proteina era muy pobre y sélo las fracciones seia-
ladas por la linea bajo la curva fueron concentradas por
ultrafiltracidén y recromatografiadas en la misma columna,
el resultadeo se presenta en la Figura 4 B8, E1 material de
proteina A se confind en un pico asimétrico el cual mostré
solo una banda en SDS-PAGE (Fig. 5). El peso molecular a-
proximado de la proteina aislada, determinado por interpo-
lacién en la curva de marcadores de peso molecular (Fig. &),
fue de 59,000 d. La preparacidén que inicié con 12 g de bac
terias {peso nhimedo) rindié 3 mg de protefna A que corres-

ponde aproximadamente al 6% del monto total en la bacteria
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Figura 5, Tlectroforizis en gel de poliacrilanida—dodecil
salfato de sodio al 129 (3 hr/150V), del oxtrage
42 puriticado de S. Bureus en columa de sepha-
dex G 150-200. PA, proteina A patron (sigma, Che,
Co.}; A, proteina A del extracto de S. aurens

cepa Hi~=14; MY, m«readores de peso moleculiur.
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Pruebas de aglutinacidn,

Se probaron en total 102 sueros de cerdo por coagluti-
nacién y aglutinacién lenta en tubo (SAT), 22 de los cuales
presentaron hemdlisis seve#a que interfirié en la lectura
de ambas pruebas y tuvieron que descartarse del estudio.

En el Cuadro 1 se presenyan los resultados de las determi-
naciones. E1 ensayo de Chi cuadrada no demostrdé diferencia
significativa entre los métodos; los sueros positivos por
SAT mostraron titulios de 1:50 hasta 1:400, mientras que en
la prueba de coaglutinacifén aun cuando no se ensayaron dilu
ciones de suero fueron observados diversos grados de agluti
nacidén, desde aglutinaciones pobres con baja clarificacién
hasta aglutinaciones francas con total clarificacién del
medio. Solamente se determind titulo por coaglutinacidn al
antisuero control y éste fue de 1:2048, a diferencia del
titulo obtenido por SAT que fue de 1:200 el mismo que se
obtuvo cuando se practicé aglutinacidén en tarjeta utilizapn
do s610 el antigeno dcido amortiguado de Hpp-1, En 21 Cua-
dro 1 aparecen los resultados de 80 suercs probados por SAT
Yy solamente 50 por coaglutinacién, esto se debid a que en
21 sueros se presentd aglutinacidn al agregar el reactivo
de SpA-14, estas reacciones inespecfficas se consideraron
causadas por presencia de anticuerpos contra el estafiloco

co o por una concentracibén elevada de proteinas en los sug
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ros por lo que éstos se adsorbieron previamente con protef
na A. Los resultados se muestran en el Cuadro 2. En esta
ocasién la diferencia entre los métodos fue alin menor se-
gun el ensayo de Chi cuadrada, sin embargo parece existir
un mayor nimero de casos positivos datectados por coagluti
nacién que por SAT. Cabe sefalar que la adsorcidén se prac-
ticé con el extracto parcialmente purificado en DEAE- celu
losa, el extracto purificado con DEAE-celulosa/Sephadex
6G-150-200 y proteina A comercial estandarizados a 100 mcg
de proteina por ml, a fin de probar su utilidad para la
prueba no obteniendo diferencia entre los tres y encontrap
do un solo suero que no dié resultados satisfactorios con
el tratamiento. En la Figura 7 se muestra el aspecto de la
aglutinacién provocada por el suero control y un suero ne-

gativo probados por coaglutinacidn
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Cuailrs 1. A_n.'.‘-.i:is de X° par2 los sueros probades con aglutlinacisy
lenty en tubo (3AT! v coaglutinacién, on la detsccisn de

pleurcnaumoni{a sontagiosa percina.

PRUERA NIGATIVOS . POSITIWS .| TCTAL
SAT 39 a7 80 b
Coaglutinacisn 21 38 0089 -

60 . 75

e - 0-g
SAT 35753 45,77 S 4487 =447 I
.éoaglutinac‘.&n ZSae47 33.53 —-1.47 4,47 j
Total 60.00 79.0C 6.00 - 9,20

X% 2.398, cl=1 9.5 P 0.1
G

2
Cuadro 2, AnSlisis de X* para los sueros probados con aglutinacibn

lenta en tubo (3AT) y coaglutinacifn, después cde la ad—

sorclébn con protefna & (100 mog/ri).

PRUZERA NEGATIVOS POSITIVOS TOTAL H
SAT 39 a1 “80 i
Coaglutinacién 25 FY R 79 -
~ w4 8s 159
£ O-E o=/t

SAT 37.23 €377 1.77 =1.77 9.984 2.973
CoaglutinaciSn  35.77 42:23 ~1.77  1.T7 0.535 C.07<
Total 74,06 95,00 0.00 0,00 0.1€% Q4247

x7mi.316, glal 0.5 P



Figurs ‘f. Aspecto de la aglutinceion proveceda por el suera

control positivo (+) y un suero negativo (-~} pro-—

bados por coaglutinacidén,




DISCUSTIONW

La técnica utilizada para l1a purificacién de proteina
A no permitid 1a obtencién de altos rendimientos, solo un
12% del rendimiento reportado por Forsgren en 1969 y Sjo-
quist y col., en 1972, posiblemente debido a que alrededor
de un 10% de 1a proteina ligada al petidoglicdn nc se libe
ra por la digestidn con lisczima (Forsgren, 1969). La lisg
zima cataliza la hidrélisis de las ligadaduras beta-1,4
del Ac., N-acetilneuramfnico en el peptidoglicén siendo ines
pecifico el tamano de las cadenas que se producen por la di
gestién, ya que la proteina esta unida covalentemente a la
pared se obtiene un producto heterogéneo en dimensifn y car
ga {Bjork, 1972), algunas de estas fracciones pudieron per-
derse durante la separacidn cromatogrdfica como fracciones
con bajo tftulo de aglutipacién, La técnica original descri
he e] uso de bicarbonatoe de amonio durante la cromatografia
en DEAE-celulosa el cual fue sustituido por bicarbonato de
sodio con el consecuente cambio en Ta conductividad eléc -
trica de las soluciones y posiblemente en la interaccifn de
1a resina con las protefnas, esto también pudo occasionar
pérdida del producto. Aunque con rendimiento bajo, el pro-
ducto final mostré solo una banda de proteina en SDS-PAGE,
contra los resultados esperados por reportes anteriores en
los que se describfan hasta seis bandas con actividad de
proteina A, ademds de otras sin actividad especifica (Fors

gren, 1969; Bjork, 1972), En la primera etapa del experi -
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mento, las células se pre-trataron con EDTA y tritén X-100,
esto permitid remover proteinas contaminantes que no estu-
vieran ligadas covalentamente al peptidoglicdn (Sjbquist y
col., 1972b). Por otra parte, se evité la contaminacidnpor
las proteinas intracelulares y los dcidos nucleicos en 1os
extractos debido a que la digestion con lisozima se rezali-
z6 en condiciones hiperténicas con sacarosa, quedanaoc rete
nidos estos componentes en los esferoplastos formados
(Forsgren, 196Y).

La detecidn de antigenos de A plewrgpneumondiae por co3,
glutinacién en pulmones de cerdos infectados ha demostrado
ser sencilla, rdpida, especifica y altamente sensible en el
diagndstico de l1a pleuroneumonia porcina (Mittal y col.,
1983; Mittal y col., 1986), en el desarrollo de nuestra
prueba no se detecté antigeno especifico como en la prueba
clésica de coaglutinacidn sino que se realizd de manera
"inversa", es decir, teniendo el antigeno estandarizado de
tectamos la presencia de anticuerpos especfficos contra éi
te. E1 tratamiento previo de los antfgenos de SpA-14 yHpp-1
con EDTA-tritén X-100 presenta algunas ventajas tebricas
con respecto a2 los reactivos ya existentes: Primero, la
proteina A de superficie en el estafilococo gqueda en mayor
disposicién para fijar los anticuerpos presentes 2n 105 sue

ros permtiendo una mejor sensibilizaci6én y por ende un au-



mento en la sensibiflidad, debido al efecto del edetato ¥
el tritén en 1a solubilizacién de protefnas "contaminan-
tes" de membrana (Schnaitwman, 1571a), este efecto es pa-
tente por el aumento del t}tulo encontrado en el suero pa
trén cuando se utilizé la coaglutinacién, sin embargo, no
se excluye la sensibilizacién por las muestras de campo
con anticuerpos inespecificos ya sea en contra del estafi
lococo o de algin otro microorganismo que provoquen inter
ferencia en el resultado de la prueba, este efecto fue
minimizado por la introduccidén de protefna A soluble que
eliminé de manera efectiva las reacciones inespecificas,
probabliemente porque remueve 105 anticuerpos presentes en
exceso asi{ como algunas proteinas que interfieren en la
prueba por alguna razén desconocida (Thirumoorti y Dajani,
1379). En este punto, el extracto parcialmente purificado
de proteina A arrojd resultados satisfactorios y podria
sustituir al extracto puro disminuyendo el costo de la
prueba; y, segundo, el tratamiento de Hpp-1 con tritén
X-100 solubiliza especificamente las proteinas de membra-
na interna sin alterar la morfologia o composicién del
peptidoglicdn y las fracciones polisacarido en la bacteria
(Schnaitman, 1971a), en tanto que el EDTA por su capaci-
dad quelante de ng+, C32+, Kt Yy Na+ los cuales estdn in
volucrados en el ensamblaje de los constituyentes de mem-

brana externa de los gramnegativos, remueve los componen-
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tes superficiales entre polisacdridos y protefnas, el si-
tio primario de accion del EDTA es el punto de insercién

de el Vipopolisacdrido (Scnnaitman, 1971b). Por otra par-
te, se ha demostrado gue el cruce seroldégico entre los an-
tigenos de A._pteuncpucumeniac se dd via determinantes en
el lipopolisacdrido, teniendo mayor especificicad los de-
terminantes del polisacarido capsular (Fenwick y Osburn,
1336, 1366; Mittal y col., 13937), adicionalmente la porcién
polisacdrido de la pared celular de A. pleusopicumeniae
juega un papel significante en la respuesta humoral y ce-
lular porcina (Fenwick y Osburn, 1986). A partir de estos
datos puede suponerse que solo los anticuerpos especificoes
en contra de Hpp-1 serdn los involucrados en 1a reaccidn

de coaglutinacidn al enfrentar el antigeno-lipp.-1 alspa-14
previamente sensibilizado por el suero problema determinan
do una buena especificidad a la prueba, esto se refieja en
que por s solo el antigeno Hpp-l provocd un buen titulo

de aglutinacién con el suero control. Hasta el momento ne
es posible afirmar que Ta prucba sea totalmente efectiva de
bido a que la cantidad de sueros fue muy pobre y los resul
tados podrian no representavala poblacidn, Ademds, se pre-
sentan limitantes tales como la existencia de reacciones
inespecificas, que representan alrededor del 26% del total.
de los sueros probados en nuestra muestra, lo cual arrastra

un cierto grado de error ademds del consecuente gasto de



reactivos y la introducci6n de proteina A soluble que etg
van el ¢costo promedio de la determinacidén, Otra limitante
1a constituye el poder obtener muestras 1ibres de hem6li-
sis. Debe sefialarse también, que la presencia de anticuer
pos especificos contra un microorganismo en el suero no

es signo inequivoco de infeccién y podria solo represen-
tar la exposicidn anterior al agente infeccioso, aunque

las pruebas de aglutinacidn presentan la caracteristica

de provocar falsos positives la posibilidad de encontrar
falsos negativos es muy pobre y un falso positivo se pue-
de compropar a partir de pruebas mas finas (Garcia-Tamayo
y Drago, 1982}, por lo que la determinacidn podrfa servir

como una prueba “tamiz® a nivel de campo.



cCoNCLUSTIONES

La coaglutinacidn es una prueba que representa un arma
potencial en el diagn6stico, prevencién y control de la
pleuroneumonia contagiosa porcina y que ﬁor 1o tanto debe
ser estudiada con mds detalle a partir de un nameroc mayor
de muestras de suero paralelas al aislamiento en pulmones
o la deteccidn de antigenos en los mismos, ademds de uti-
lizar sueros hiperinmunes contra otros serotipos de Hagme-

phi€us (Actincbacilfus) pleuwropneumoniac para evidenciar

la presencia de reacciones cruzadas entre serotipos. Hasta
el momento, se encuentran ciertas fallas té&cnicas que re-
ducen la aplicacidn de la prueba como el no poder utilizar
sueros con nemélisis severa, aunque este problema puede sQ
lucionarse mejorando las técnicas de toma de muestra por
el clinico de campo. Por otro IadoL es necesaria la intro-
duccidén de proteina A soluble a fin de disminuir las reac-
cciones inespecificas, tomando en cuenta que el costo adi-
cional producido puede disminuirse utilizando el estracto
proteico parcialmente purificando en DEAE-celulosa.
Considerando 1os resultados anteriores en este trabajo,
la produccidn de un estuche de diagnéstico para pleuroneu-
monia contagiosa porcina por coaglutinacién, es posiblie en
México y debe ser promovida como una alternativa de control
epizootioldgico primario a las pruebas de diagndstico ya

erxistentes.
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