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El ensayo de coaglutinación en tarjetas se desarrollo 

a partir de una cepa de llaemopl1~tu~ pteunop11cumo11ine sero

t1po 1 y S.tap/11rf.ococcto ~ cepa HG-14 hiperproductora 

de proteína A (comparada con la cepa CONan 1). Ambos antí

genos fueron teñidos por separado con rosa de bengala y 

suspendidos en amortiguador de lactato pH 3.G a concentra

ción final del ü'k. 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 rotación len -

ta durante cuatro minutos. Si no se pre~;entaba aglutina -

ción se agregaban 30 mcl del reactivo di! Haemoph.ilu~. agi

tando cuatro minutos más 1 se consider·6 positivo todo grado 

de aglutinación comparado con un contrtl negativo en el que 

el suero se intercambi6 por amortiguado~ sali110 de fosfa

tos, y un control positivo en el que se utilizó un suero 

hiperinmune desarrollado en conejo contra el cuerpo bacte

riano intacto de la cepa de Harmoph{lu~ utilizada en la 

preparación del reactivo. Este ensayo se comparó contra la 

prueba de aglutinación lenta en tubo. En ocasiones se pre

sentó aglutinaci6n al agregar el reactivo de estafilococos 

a los sueros, estas reacciones inespecíficas se considera

ron causadas por presencia de anticuerpos contra el estaf]. 

lococo o por una concentración elevada de protefnas en los 



sueros, por lo que éstos fueron adsorbidos con un volumen 

igual (30 mcl) de solución de proteína A (100 mg/ml) dura~ 

te un minuto y se trataron según el método ya descrito du

plicando el volumen de reac·tivos. Se probaron 102 sueros 

de cerdo por coaglutinaci6n y aglutinación lenta en tubo, 

de los cuales se desecharon 22 por presentar hemólisis s~ 

vera, ya que esta característica interfiri6 en la lectura 

de los resultados de ambas pruebas. Los resultadas se com 

pararon estadísticamente por la prueba de Chi cuadrada, no 

encontrando diferencia significativa entre los ensayos. 

Considerando las resultados obtenidos la prueba puede 

ser utilizada para el diagnóstico de la pleuraneu1non1a con 

tagiosa porcina. 
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1 N T R o o u e e 1 o N 

ANTECEOENTES. 

En las granjas porcinas la producción 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 mOltiples los agentes eti..Q. 

lógicos en estas enfermedades y regularmente se asocian con 

tasas de crecimiento reducidas (Muirhead, 1979; Burch, 1982). 

En los últimos años, la atención sobre problemas respi 

raterías en cerdos ha sido enfocada a las neumonías, que 

aunque de etiología variable se atribuyen principalmente a 

bacterias de los g~neros Pa4~eu~eLLa, Bo~de~clLa yHaemoph¿ 

lu.&, sin que se reste importancia a micoplasmas, virus o 

interacciones entre estos (Leman, 1981; Taylor, 1981). En 

México, las neumonfas representan grandes pérdidas económi 

cas para la porcicultura. Estudios realizados en distintos 

estados de la República Mexicana revelaron que un 50% de 

los cerdos sacrificados en rastro presentaban lesión pulmQ 

nar (Maqueda, 1977), tan solo en el rastro de Ferrería en 

la ciudad de México, en 1978 el 10-12% de los animales sa

crificados presentaban neumonía y para 1986 la cifra aume~ 

tó al 28.2~ (Ochoa, 1978; Medina, 1986). 



Un porcentaje importante de las neumonías lo represe~ 

ta la pleuroneumonia contagiosa porcina, esta enfermedad 

es de distribución mundial y tiene una gran importancia p~ 

rala industria porcina mo"derna (Leman, 1981; Taylor, 1981). 

Los rangos de morbilidad y mortalidad pueden exceder al 50% 

durante los brotes agudos y pérdidas posteriores son ocasi~ 

nadas debido a la pobre conversión alimenticia en los cer

dos afectados crónicamente y el alto costo de su tratamie~ 

to, además la prevalencia y severidad de esta infección p~ 

recen relacionarse con el grado de intensidad de la produ~ 

ci6n porcina (Sanford y Josephson, 1981). 

Pleuroneumonía Contagiosa Porcina. 

La pleuroneumonia porcina está ampliamente distribuf

da, se ha encontrado en Inglaterra, Argentina, Estados Unj_ 

dos, Suiza, Holanda, Dinamarca, India, Noruega, Canadá, 

Australia, Finlandia, Japón, Alemania, Taiwan, Suecia, Bel 

glca y Francia. El agente etiológico Hctemoph.ii'.v..h (Ac.t:.útoba 

c.i.Uuh) pl.eu1t.opn.eumoni.a.e., se clasifica según sus antigenos 

capsulares. En el presente, se reconocen diez serotipos d,!! 

signados con números arábigos del 1 al 10 (Gunnarson y col., 

1977; Rosendal y 8oyd, 1982; Nielsen y O'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 en este momento (Nlelsen, 1986). El serotipo 1 se 



ha encontrado en Argentina, Holanda y Australia. el serotj_ 

po 2 en Suiza, Dinamarca, Suecia y Japón, el serotipo 3 en 

Suiza, Suecia e Inglaterra, el serotipo 4 en los Estados 

Unidos, Suecia, Suiza y Fr~ncia, y, el serotipo 5 en los 

Estados Unidos, Canadá, Taiwan, Finlandia, Holanda y Bélgi 

ca (Leman, 1981). En México, ha sido aislado el serotipo 1 

(Medina, 1986). 

Haemoplt.<..tu..& (Ac.t:.i.nobac..ill.u.6) pleu.Jtopneumon.ia.e. 

~· pl.eu~opneumonlae es una bacteria pleomórfica que 

se observa generalmente como bacilo corto gram-negativo, 

encapsulado, de aproximadamente 0.5 a 1.5 micras de largo 

por 0.3 micras de diámetro, inmóvil, no esporulado. aero

bio y anaerobio facultativo, crece bien en medios enrique

cidos que contienen factor V (nicotinamida dinucleótido), 

sin requerimiento de factor X (hemina), de aht que se pu~ 

dan desarrollar en la proximidad de las colonias de St:a 

pltut.oc.oc.c.u..6 ~, ya que éste libera el medio el factor 

V, dicho fenómeno se conoce como satelitismo (Cowan, 1974; 

Me Faddin, 1980). Las ~olonias en agar suelen ser muy pe

queñas (menores a un millmetro), blanquecinas, brillantes 

y mucoides, se reconocen dos variantes: la lisa y la rug.2_ 

sa. 

La diferenciaci6n en serotipos es importante en est~-
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dios epizootiol69icos de la pleuroneumonfa contagiosa por

cina. los ant1genos que permiten la diferenciacicJn en serQ._ 

tipos son parte del material capsular de !i_. pic.aJtopncuman.i 

~y, presumiblemente una mezcla de polisac2rido y lipopo 

sacárido, encontrandose en el lipopolisacc1rido determinan-

tes antigénos comunes y específicos entre? los diferentes 

serotipos, e inmunodeterminantes especfficos de cepa den

tro del polisacárido capsular (Fenwick y Osburn, 19d6; 

Mittal y col., H87). El polisacárido capsular de~· pleu 

ll.oneupmon.i.ae seri tupo 1 ( ATCC 27088), es un pal fmero 1 i -

neal tipo c!cido teicoico compuesto por unidades repetiti. 

vas de disacárido 2- acetemido-2-desoxi -O-glucosa y O- 9!, 

lactosa, de alto peso molecular que presenta la siguiente 

es true tura: 

f- -0-GlcNacp -(l-6) - - O- Galp 

6 
1 
l 

(Ac) o.as 

o } 
JI -( 1-0-¡- o 
OH 

n 

(Altman y col,, 1985), 

Transmisión, patologfa y Cuadro Clfnico. 

la transmisión de Ja pleuroneumonfa se lleva a cabo 

fundamentalmente por contacto di recto de cerdo a cerdo a 



través de aerosoles. El periodo de incubación en condicio

nes de campo varfa entre 12 y 24 horas para infecciones nA 

turales y experimentales (Taylor 1~31). Entre los factores 

que predisponen a la enfermedad estan los cambios bruscos 

de temperatura, malas co11diciones de hiaiene, ••stress'' de

bido al manejo (djorlu11d, 1Y65; Landquist, 1974~ Tielsen, 

1973), y una alta densidad de población (Henry, 1982) La 

pleuroneumonfa contagiosa porcina puede presentarse en far 

ma crónica o aguda, característicamente en la forma cróni -

ca hay disminución de peso y creci1niento, y una baja con

versión alimenticia, provocando mayor costo para el oorci

cultor los animales que se mantienen vivos que los que n1u~ 

ren por la forma aguda (Henry, 1~82}. Los brotes se pres e!!_ 

tan súbitamente y se detectan por la muerte de algunos ce!:. 

dos en la piara. La manifestación m~s aparente de esta en

fermedaa es Ja muerte repentina de los animales y J¿¡ pre

sencia de l1en1orragia nasal, debidas al proceso inflamato

rio del parénquima pulmonar. En la forma aguda puede obser: 

varseanorexia, disnea con respiraciOn diafragm~tica rápida, 

cianosis en orejas y extremidades, vO~ito ocasional y muer: 

te con J1emorragia na5al en uno a cuatro dias o bien recup~ 

ración espontánea, en la forma sobreaguda se detecta hiper: 

termina (1Jl-42ºC), cianosis en piel, abdómen y oreja, nem.Q_ 

rra9ia y espuma nasal, c11illidos agudos, opistótonos y mue!. 
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te (Ram!rez, 1970). 

Las lesiones a nivel patológico ocasionadas por la 

pleuroneumonia contagiosa p.orcina pueden ser observadas ta~. 

to a nivel macroscópico como microscópico. Las lesiones ma

croscópicas comprenden pericarditis, hidropericardio, hidr~ 

tórax de líquido sanguinolento, hemorragias en miocardio, 

adherencias pleurales, infartos en lObulos diagragm~ticos 

y friabilidad de la zona infartada. 'las lesiones microscó-

picas indican zonas de infarto, edema vascular, infiltra .. 

ción peribronquial y perivascular de c~lulas mononucleares 

y hemorragias alveolares (Taylor, 1931). 

Los datos disponibles sugieren que la enfermedad se 

produce cuando~· ete.u,.,op1ieumo11.la.c. llega a nivel alveolar y 

su virulencia esta asociada a uno o varios factores que pa

recen ser endotoxinas. El microorganismo resulta ser cito-

tóxico para los macrófagos alveolares del cerdo y células 
mononucleares de sangre periférica. Esta actividad tóxica 

es aislada en sobrenadantes de cultivo, es termoestable y 

puede ser neutralizada con sueros de cerdo con infección 

crónica y puede producir trombosis vascular y exudación de 

flujo edematoso y hemorrágico (Bendixen y col., 1981) La 

infusión intrabronquial de lipopolisacárido obtenido a pa~ 

ti r de cepas 1 isas y rugosas de ~· ple.u/\.oe11e.umo11i.ae induce 

en cerdos lesiones típicas a las encontradas en cerdos 



moriUundos en estados agudos de pleuroneumonfa, indicando 

la posiole participación de endotoxinas en la patogénesis 

de la enfermedad (Fenwick y col., 1986). 



La Coaglutinación y su Utilidad Diagnóstica. 

El método de coaglutinación consiste en el uso de la 

bacteria S.tapltu..C.ococ.c.u.& auJleu! ,cuya pared conti<?11e proteí

na A, é:sta tiene la capacidad de fijar anticuerpos de la 

clase IgG de algunas especies de mamfferos, por su porción 

cristalizable (Fe) y deja libres los sitios de combinación 

(Fab). Al utilizar diferentes antisueros para cubrir de an 
ticuerpos al estafilococo se dispone de una técnica para 

reconocer diferentes antlgenos en líquidos biológicos, los 

cuales se ponen de manifiesto por la aglutinación de los 

estafilococos sensibilizados, el método se muestra en la 

figura l. La prueba ha demostrado tener una sensibilidad 

comparable a la aglutinación con látex y mayor que la con

trainmunoelectroforésis, en la detección de antígenos sol~ 

bles de Haemoplt.i..luli .iu6lue1tzae tipo B. St'r.ept.oc.oc.c.u.6 p1teu

mon.iae y Ne.l6.6e1L.ia mett.inq.i..t:.i.d.i..&, en fluidos corporales 

{Thirumoorthi y Dajani, 1979). La prueba también se utili

za para la identificación diferencial de estreptococos 

beta-hemolíticos de los grupos A, By C (Edwars y Larson, 

1974), en la deteci6n de Salmo11ella :ti.plt!f {García-Tamayo y 

Drago, 1982), en la diferenciación de serovariedades de 

P~eudomona~ ae~uq.inoha (Ansorg y col., 1984), en la detec

ción de antígenos solubles o asociados a células de Leq.i..o

nei..C.a ptteumopltLLa ser 1 a 6, J:... bozeman.i.i, l· dumo6ff, 

!· go4mau.i..i.. y~- m.ic.dade.i (Wilkinson y Fikes, 1981), para 
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C (' A G L 7 ! f·! e I e r: 

A. GEf31DILIZACION 

--r 

•\ 
t.:::.:..::--~ ... :; .• _~· - -;.../t~ 

,., 
-t 

a. RE:\CC!cr~ D!: AGLUT!N/\C!Ot\ 

"' l ll" .l---1·-: ~ •"'a 
" 

~i9ur~ l. Rcpre~ontoción grofica da la prueba de ccur.lutine-

ci~n, Oti donde fiti e~ 2_. ~; -C. U:l anti::::ucrpc -

c!ipcc.!:fico y 11 el cnt!genc a! que va di=ii:;idr:: o:!. -

anticuerpo. 
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la identificación de Aca11thamocba, Na.eqlc.1t.ia y E11ta1nocba 

h.i.&tl'.C.11.t.lca (Culbertson y Harper, 1980). en la detección 

de antlgenos de Hope• >.únplex (Mogensen y Dishon. 1981), 

y en la detección y serotipificación de 8_. pleu.1t.op111.'..umci11i.a.e 

aislado de pulmones neumónicos de cerdo (Mittal y col •• 1983; 

Mittal y col., 1986). La ventaja de utilizar al estafilococo 

como soporte sólido es que su obtención en gran escala a ba

jo costo es factible en nuestro pafs. La sensibilidad de la 

prueba permite demostrar la presencia de antlgenos que tie

nen una concentración de 1 mcg/ml o un poco menos (García 

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 coagl11tinaci6n como una 

prueba de ayuda diagnóstica para muestias de campo que se 

encuentran en espera de exámenes o cultivos cuyos resulta

dos demorarán horas odias. 
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S.t.aplt11loc.oc.c.u.s ~ y Proteína A 

S.t.aplu1.f.oc.oc.cu.s ~es un coco gram-positivo que se 

desarrolla en forma de raci·mos, es inmóvil y no forma esp.Q_ 

ras. Su diámetro puede variar entre O. 7-1.2 micras. Aero

bio y anaerobio facultativo. Catalasa-positivo, oxidasa-n~ 

gativo. Ataca a los azúcares por fermentación (Cowan, 1974). 

El conocimiento de las reacciones inmunológicas de este mi

croorganismo común está todavia muy incompleto, probable

mente no exista ningún otro patógeno humano que produzca 

tantos factores virulentos como~· ~,entre las susta!!_ 

cias mejor caracterizadas estan la toxina alfa (una de las 

cuatro hemolisinas conocidas). coagulasa, lipasa, leucoci

dina, enterotoxina, exfoliatina y proteína A (Fudenberg, 

1980). La proteina A se distribuye uniformemente en Ta ca-

pa más externa de Ta pared celular del 75 al 90: de las c~ 

pas de~· ~ coagulasa-positivas (Forsgren. 1970). no 

existiendo una correlación clara y demostrable entre su 

presencia y la patogenicidad del microorganismo (Forsgren. 

1972¡ Lind 1 1972). La proteina está unida cava lentamente al 

peptido9licán de la 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 30i 

es secretado durante la fase exponencial de crecimiento 
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(Frosgren1 1969; Movitz, 1976). El monto de producción de 

la proteína A por los estafilococos es muy variable y de

pende de la cepa de ori'gen, una de las mejores producto

ras es la cepa Cowan l (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 I se considera la cepa de referencia por su 

capacidad de producción de proteína A, sin embargo, se pu~ 

den aislar cepas silvestres hiperproductoras a partir de 

muestras clfnicas con relativa facilidad probando el con

. tenido de la proteína mediante microhemaglutinación (Gon

zález-Aguilar y López-Revilla, 1980). 

La protefna A reacciona con estructuras Fe de la cad~ 

na pesadu de las gamma-globulinas. Basandose en la activi

dad de unión de fragmentos y subfragmentos moleculares y 

datos de cristalografía de rayos X se observó que el si tia 

de uni6n está localizado en la interfase C~- cH3 en la 

IgG humana, en la de cerdo y probablemente también en la 

de otras especies (Kronvall y col., 1979a). Es preciso se

ñalar que esta protelna no se fija a todas las gamma-glob~ 

linas animales, sino que se circunscribe a las de algunos 

mamíferos como el hombre, conejo, rat6n. oveja, cabra, ra-

ta, echidna, cerdo y cuy~. aunque no se excluye la pasibi

lidad de otros. Aún más, solo es capaz de fijarse a al~u-
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nas de las subclases de dichas gamma-globulinas (Goding, 

1976) • 

La proteína A posee un peso molecular de 42,000 d, 

contiene 378±. 6 residuos aminoácidos y menos del O. 2-;.; de 

hexosamfnas, 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 aún en clorhidra-

to de guanid1na molar o a 80ºC, normalr•t?nte se encuentra 

cerca de un 50% de estructura alfa-hélice y 10-20% de es

tructuras beta (Sjoholm, 1975). La proteína consiste de 

cinco regiones, cuatro de las cuales (fragmentos D,A,B y 

C) pueden unirse a la región Fe de la IgG y muestran un al 

to grado de homologla (Sjodahl, 1977), sin embargo, funciQ. 

nalmente sólo dos sitios pueden combinarse con la IgG, po

siblemente debido a interferencia estérica (SjOquist y 

col., 1972). Aunque la unión con la IgG se da en la inter

fase de las regiones homólogas constantes 2 y 3 del fragmen_ 

to Fe, se ha descrito una interacción alterna entre la 

gamma-globul ina y la proteína A que comprende la existen

cia de sitios activos para la proteína A en el fragmento 

F(ab' )
2

¡r de lgG, siendo el fragmento B de la protelna el 

que se combina con el sitio activo F(ab') 2 (Ing'cinas y 
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col., 1980; lngºanas y col., 1981). Las lgG que precipitan 

con proteína A contienen dos sitios activos que cooperan 

en la precipitación, la ausencia de uno de estos sitios 

inhibe la reacción o vuelve no reactiva a la IgG. Si la 

inmunoglobulina es reactiva solo en la región Fc5, ésta 

puede inhibir la precipitación entre una inn1unoglobulina 

precipitan te y la proteína, y si ésta es reactiva también 

en la región Fab de la molécula, el fragmento F( ab 1
) 2 

puede participar en iniciar la formación de co-precipit~ 

ción directa (Kronvall y Williams, 1971; Inganas y col., 

1980). La constante de equilibrio para el complejo protef 

na A-JgG de humano es 4 x 10- 7 !/mol. que es el mismo va-

lar que el de una reacción de anticuerpos de baja afini-

dad (Kronvall y col., 1979b). Es necesario sobresaltar que 

la prote'ina A no se fija a cualquier clase de lgG. En hum~ 

nos por ejemplo, sólo se forma complejo con las subclases 

lgG 1 , IgG 2 e lgG 4 con 1 a JgG 3 regularmente no se combina 

excepto cuando ha sido codificada por dos alelos especifi-

cos a'3, presentando histi.dina en la posición 435, mientras 

que aquellas que no se combinan tienen arginina en dicha P.2. 

sición (Van Loghem y col., 1982). Algunas subclases de lgM 

de humano y conejo también pueden unirse a la prote'ina A 

(Goding, 1976), también puede existir interacción con lgE 

humana mediante la vía de interacción alterna con F(ab')zc 
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(Ing·anas y col., 1980), así mismo un 10';.; de la lgG porcina 

reacciona por esta vía (Milon y col., 1978) ~ finalmente, 

la subclase 2 de la IgA humana y las JgO de superficie en 

linfocitos son capaces de l.igar proteína A (Goding, 1976). 

Cuando la proteína A se liga a I~G vía la pieza Fe bl.Q.. 

quea la fijación del primer componente del complemento, c 1 
(Stalenheim y col., 1973), sin embargo, dicha unión si de

sencadena el sistema del complemento (SjÓ
0

quist y Stalenheim, 

1969; Stalenhe1m y col., 1973), solo que la activación se 

da cuando se l 1ga la proteína a la porción Fab de IgG, los 

efectos biológicos de la proteína A como la fijación del 

complemento son mediados en parte por la reactividad asoci~ 

da a Fab (Ingºánas y col., 1980). 

La proteína A puede ligarse a los receptores para 

gamma-glabulinas en macrófagos y palimorfonucleares inter

firiendo por lo tanto en los procesos de fagocitosis, tam

bién se ha observado puede ser un activador pal iclonal de 

células B (Ingiinas y col., 1981; Barnet-Foster y col., 

1982). 

La proteína A ha sido aislada mediante cromatografía 

de intercambio iónico y filtración en gel previa digestión 

de la bacteria con lisozima, pero los productos son en ge-

neral heterogéneos y los rendimientos bajos, en contraste 
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CLJando se trata la bacteria con 1 isostafina que produce prE_ 

teína A más homogénea (Sjoquist y col., 1972 a ,b}. Se han 

obtenido rendimientos mas altos y proteina de alta pureza 

utilizando columnas de inmunosorbencia con JgG ligada a 

sepharosa 43 a ¿artir del sobrenadante de bacterias digeri-

das con lisostafina (Hjelm y col,, 1Y72). El aislamiento en 

un paso se logra separando la proteína A del caldo de un cu]_ 

tivo de estafilococos por medio de una columna de inmunoso~ 

bencia {Kronvall, 1973}. También se /1a utilizado cultivo de 

diálisis con la cepa de S. ~ A676 con buenos resulta -

dos (Landwall, 1970). 

La biomasa y el monto de protelnas producidas por un esta

filococo se ven influidas por el tipo y concentración de n~ 

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

Se consi<lera que un Qesarollo satisfactorio de~·~ 

con alta producci6n de proteína se ve favoreci<lo por medios 

que contengan extracto de levaoura e hidrol isado de casef -

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

la adición de vitaminas como la tiamina (Arvidson y llolme, 

1~71, Arvidson y col., 1971). En el caso particular de pr2_ 

ducci6n de protefna A, los medios más recomendables son el 

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

do soya-tripticaseina, a un pH de 7.4 incubando a 37ºC por 

por 24 a 4J horas (Land11all, 1978: Ansorg y Zarifoglu, 19a6). 
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El estafilococo vivo en suspensión o conservando a 4°C 

presenta un decremento en la actividad de prote1na A de un 

OU~ en tres dias, aún a -20ºC la actividad decrece rápida ... 

mente debido a la actividad de enzimas auto1fticas (Kronvall 

y col., 1~7~a). Se ha propuesto diversos métodos para inacti 

var la bacteria, pero la mayoria de ellos resultan en una 

pérc1da considerable de la actividad de protef~a A {Ansorg 

y Zarifoglu, 1986). El método mas utilizado de inactivaci6n 

y estabilización del estafilococo para la coaglutinación ca~ 

siste en separar la masa bacteriana por centrifugación y fi

jarla con formalina al 1.5'.'; a una concentr"aci6n final de tJas 

terias al 10~, a temperatura ambiente durante 90 minutos, con 

agitación constante, La suspensión es introducida a un oaño 

a dOºC durante 5 minutos seguido por un enfriamiento rápido 

en i:>ai\o de hielo, este tratamiento térmico destruye a las ºªE. 
terias que pudieron sobrevivir al tratamiento con formalina 

(Goding, 1976), sin embargo, dicho tratamiento disminuye a 

un 42~ la capacidad de fijación de IgG por el estafilococo 

y se na propuesto que el tiempo de tratamiento puede ser di?_ 

minuido a 30 minutos si se usa formalina al U.ti;~ sobre una 

suspensión al 1% de estafilococos, omitiéndose el tratamie~ 

to térmico, de esta manera se obtiene un 74-76% de activi -

dad de fijación de IgG por la bacteria. El tratamiento con 

n-pl'opanol al 5J% sobre una suspensión de bacterias al 1:.; 
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en amortigu,1i.Jor de fosfatos durante 18 minutos arroja re

s11l tados semejantes (J\nsorg y Zarifo9lu. 1~a6). LJ bJctc

ria una vez fijada se lava varias veces con a111ortiguador 

salino de fosfatos y Sl' ajusta al IU'.:. ulmaccnandose a 

- LO"C o liofil izJndo para no perder actividad {Godinq 9 

197~}. El contenido de rrotei11a ~ 11or cél11la es cercano a 

30,0UO mol6culas (Kronvall y col., 1Y7bl•} y 20~ .ng de ba~ 

terla l lofilizada (aproximadamente un gramo de rii:iso húme

do) pueden fijar ~U 1119 de IgG {/\nsorg y Zarifoglu. 1Y~6). 
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Uiagnóstico de la Pleuroneumonia Contagiosa Porcina. 

El diagnóstico de la enfermedad se puede realizar a 

partir de los datos el fnicos, patológicos o a través de los 

análisis de laboratorio. En vista que la r~pida detección 

e identificación del agente etiológico en la infección pu~ 

de ser de gran valor en el diagnóstico y tratamiento rápi

do y efectivo de la enfermedad, y que los portad0res así 

como los enfermos crónicos son de importancia para la pre

valencia de la pleuroneumonfa porcina, el diagnóstico de 

laboratorio es el procedimiento más confiable para el con

trol de esta afección. 

En el laboratorio, A. p.teu.'tupneuml'niae puede ser ais

lado a partir de exudados bronquiales o nasales y nomoge

nados de pulmón con lesión neumónica. La muestra es sembr~ 

da para primo aislamiento en agar sangre al 5~, inoculando 

por estriado continuo y colocando sobre éste una estría de 

S.taplq¡loc.oc.c.u6 ~como cepa nodriza. El aislamiento d~ 

be mostrar colonias pequeílas cerca11as a la ~stría de esta

filococo, las cuales presenten nemólisis beta, dando un 

diagnóstico presuntivo rápido, la identificación final se 

olltiene con pruebas bioquímicas. La llacteria puede ser de

tectada a partir de los exudados y 11omogenados de pulmón 

antes citados por inrnunofluorescencia directa e indirecta 

(Rosenda 1 y col., l><ll; Rapp y col., ¡ga,¡, aglutinación 
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en placa (Mittal y col., 1932;.,:Rapp y col., 1985), agluti

nación lenta en tubo (Gunnarsson y col., i977). precipita

ción en tubo capilar (Mittal y col., 1982) ininunadifusión. 

(Rosendal y col., 1981). namoaglutinaci6n indirecl.a (iliel

sr.n y O'Connor, 1984). y por coaglutinación (Mittal y Col., 

19o3; Mittal y col., 1986). 

Durante las infecciones naturales a experimentales la 

re!;·1uesta hu1noral y celular inmunes son _esti1nuladas al pa

recer por la presencia del lipopolisacárido y el polis~cá

rido capsular de~· pleu4op11cumo11lae (Fenwick y Osour11, 

1986). los anticu~rpos circulantes pueden ser detectados 

alrededor de una semana después de la exposición al agente. 

Estos anticuerpos son demostrables por las pruebas de fija

ción de complemento (lombin y col., l~a2). aglutinación le!! 

ta en tubo y aglutinación con 2- mecaptoetanol (~1itta1 y 

col., l:J34), y por la prueba de ELISA (llicolet y col .• 1,;a1). 

Los niveles de anticuerpos son m~ximos en 3 a 4 seillanas de~ 

pués de la i11fección y persisten por varios meses, pero de

saparecen después de la total resolución de las lesiones. 

Las pruebns serológicas son utilizadas rPgularrnente no solo 

con fines diagnósticos sino también para el con<rol epizoo

tiológico de la enfermedad, las pruebas que se han utiliza

do con relativa eficiencia para ~ste fin son la fijación de 
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comple1ilento y la aglutinación con 2-mercaptoetanol, que al 

menos han dado buen resultado en Estados Unidos y Canadá 

{Scnultz y col., 19d2; :1ittal y col., 1~34), sin embargo, 

estas pruebas no son tan sensibles y algunos portadores 

pueden pasar inadvertidos. En el caso de la fijación de 

complemento existe un problema adicional, la actividad pr~ 

complementaria del suero porcino ocasiona el requerimiento 

de suero fresco de ternera para la prueba y la actividad 

anticomplementaria presente tambiSn interfiere frecuente -

mente en la evaluación e interpretación de la prueba (Mi

ttal y col., 1984). 

Es claro que las pruebas disponibles hasta ahora 110 

reunen los requisitos necesarios para un control seroepi

zootiológico confiable y deben desarrollarse pruebas de 

sencilla realización y alta sensibilidad sin que se altere 

la especificidad, en el presente trabajo la prueba de coa

glutinación ha sido modificada para detectar anticuerpos 

séricos como una alternativa a las pruebas de diagnóstico 

ya existentes. 
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OBJETIVO 

ADA•iAR LA TECNICA DE COAGLUTINACJON PARA EL 

DIAGNOSTICO DE LA PLEURONEUMONIA CONTAGIOSA 

PORCINA EN UN ENSAYO DE TARJETA. 

Este trabajo se realizó en la Unidad de Investigación 

y Estudios de Posgrado de la Facultad de Estudios Superi.Q. 

res Cuautitlán. U.N.A.M .• y en el Departamento de Biolo -

gia Celular del Centro de Investigación y Estudios Avan -

zados {Laboratorio BC-52), J.P.N. 



MATERIALES Y METOOOS 

Material biológico. 

A. Microorganismos. Haemoplt.i.lu.~ (Ac.t.C:.nobac.iCCu!i) ~

-'topneumouiae ser I (Hpp-1). Cepa

rio del Laboratorio de MicrobiolQ_ 

gía, Coordinación de Investigación 

y Posgrado, FES-C, UNAM. 

S.taplwloc.occ.u.6 a.u.lle.u~ cepa HG-14 

(SpA-14). Proporcionado por el Dr. 

Rubén López Revilla, Oepto. de Bi.Q. 

logia Celular, Centro de Investig~ 

ción y Estudios Avanzados, IPN. 

S-t.aplt11C.ococc.u.& ~.Cepario del 

Laboratorio de Microbiología, Coo.r:. 

di nación de Investigación y Posgr~ 

do, FES-C, UNAM. 

B. Antisueros. Suero anti-Hpp-1. Desarrollado en con~ 

jo contra el cuerpo bacteriano i.!!. 

tacto, con título 1:250 por inmun.Q. 

difusión radial, proporcionado por 

el Q.F .B. Andrés Romero Rojas. Coo.r:. 

dinación de investigación y Posgra

do, FESC-C, UNAM. 

Suero anti-Estroma eritrocitario 

de carnero7 desarrollado en conejo, 
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con título 1:2000, Whittaker M.A. 

Bioproducts (Walkersville, Maryland) 

C. Levadura de pan (comercial). 

D. Muestras. Sueros de cerdo obtenidos del rastro de 

Cuauti tlán~ Edo. d~ México. 

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

A. Caldo ATCC 117. Contenía 5.0 g de peptona (Bioxon), 

3.0 ml de extracto fresco de levadura, 1.5 g de extracto 

de carne (Bioxon) y 1.0 d~ glucosa por cada 100 ml. Se 

esterilizó en autoclave a 12IºC (15 lb) durante 15 minutos 

(American Type Culture Collection, 1974). 

B. Agar para infusión cerebro-corazón (BHI). Se uti 1 i

zó el medio comercial Bioxon. 

C. Caldo para infusión cerebro-corazón con extracto de 

levadura (BHI-L). 37.0 g del medio comercial BHI se resus

pendieron en 950 ml de agua destilada esterilizando a 

121ºC (15 lb) durante 15 minutos, la mezcla se dejó enfriar 

a temperatura ambiente y se adicionó con 50 ml de extracto 

fresco de levadura. El medio también se preparó utilizando 

agar BHI, para crecimiento en placa. 

O. Extracto de levadura. 250 g de levadura de panadero 

se suspendieron en 1000 ml de PBS pH 7.4 calentando la me~ 

cla a 60ªC durante 60 minutos con agitación constante. La 

suspensi6n se centrifugó a 2500 g durante 20 minutos pa

ra remover los cuerpos gruesos, el sobrenadante se prefil

tró a través de membrana milipore de 1.25 micras y se est~ 

rilizó finalmente con milipore de 0.22 micras. 

F. Amortiguador salino de fosfatos (PBS}. Solución 

acuosa con 0.8 g de NaCL, 0.02 g de KCl, 0.0144 g de 
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G. PBS-azida. Solución de PBS adicionada de azida de 

sodio a concentración de 0.02 g por cada 100 ml. 

H. PBS-VAT. Solución de PBS-azida adicionada con 0.059 

de edetato de sodio y 0.5 ml de tritón X-100 por cada 100 ml. 

l. Solución salina fenicada (SSP). Solución acucsa con 

O.B5 de NaCl y 0.5 de fenal por cada 100 ml. La sol u-

ción se esterilizó a 12lªC (15 lb) por 15 minutos. 

J. Oi 1 uyente amortigua do, A 330 ml de Na OH a 1 61;; en SSP 

se adicionaron 90 ml de ácido láctico concentrado completa~ 

do el volumen a lOOOml con SSP (pH 3.6). 

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

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

A. Ha.emoph.i.lu-6 pleuJtopneu.mon.lac. ser 1. 

Cultivo en placa. La cepa de Hpp-1 fue sembrada por e~ 

triado continuo sobre placas de BHI con una estría perpen

dicular de~-· ~en el centro de las placas, incuban

do a 37ºC por 24-48 h. El crecimiento en satel itismo se 

transferfa a placas de BHI-l inoculando por estriado conti 

nuo, incubando a .)7ºC por 24h. 

Cultivo en caldo. El crecimiento de una placa de BHI-L 

se lavó con 10 ml de PBS y la suspensión se ajustó a una 

concentración de 3X- 10 7 bacterias/ml. inoculando 50 ml de 

caldo BHI-L con 7 ml de dicha suspensión incubando a 37°C 

por 4-5 h, posteriormente 25 ml de este crecimiento fueron 

transferidos a un litro de caldo BHI-L incubando la mezcla 

en agitador orbital {New Brunswick Scientific Co. lnc.). a 

37°C y 100 rpm durante 24h. 

B .S.taphu.toc.occ.u~ ~cepa HG-14. 

Cultivo en caldo. El crecimiento de toda la noche de 

una placa de BHI (sembrada por estriado continuo) se lavó 

con 10 ml de PBS y la suspensión se ajustó a 1.5 1010 

bacterias/rol a partir de la extinción a 700 nm y ml de 

ésta se adicionaron a 50 ml de caldo ATCC 117. incubando 

a 37ºC por 7-Bh. A un litro de caldo ATCC 117 se inocula

ron 25m1 del crecimiento y se incubó en agitación orbital 

a 37ºC y 100 rpm durante 15-!Bh. 
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Fijación y estandarización de 1as cepas. 

Fijación de S. au~cu~ cepa HG-14. Se utilizó 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 lavó por centrifugación con PBS en dos oca

siones. El paquete resuspendido en PBS a una concentración 

aproximada del 2~ (V/V) y se mezclo con un volumen igual 

de 1-propanol y se mantuvo a temperatura ambiente durante 

10 minutos. agi tanda ocasionalmente. La inactivación sed~ 

tuvo por centrifugación a 3000 X g por 15 minutos y las 

bacterias fijadas se lavaron por centrifugación con PBS en 

dos ocasiones. 

fijación de HaemcphiluJ pleu4opneumo11iac ser l. Las ba~ 

terias propagadas en caldo fueron centrifugadas 3000 x ~por 

15 minutos. El paquete se lavó por centrifugación con PBS 

en dos ocasiones y se resuspendió con formaldehfdo al 0.5~ 

en PBS a una concentración aproximada del l:t~ (V/V). La mez

cla se incubó a temperatura ambiente por 30 minutos con ag.!. 

tación ocasional. la inactivación se detuvo por centrifuga

ción y el paquete se lavó dos veces más con PBS. 

Estabilización de las cepas. las cepas se establlizaron 

por el método de Kessler, modificado por Gonzáles-Aguilar y 

lópez-Revilla(I980). 'as bacterias fijadas se resuspendieron 

con PBS-VAT a una concentración aproximada del IOZ. (V/V), se 



incubaron 20 minutos a temperatura ambiente con agitación 

ocasional. se lavaron con PBS-azida en dos ocasiones y se 

resuspendieron finalmente en PBS-az1da a una concentra -

ción aproximada de 10~ (V/V}. La suspensión se dividió en 

alícuotas y se conservó a -20ºC hasta su uso. 
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Tinción y estandarización para el ensayo de coaC11uti

nación. Las bacterias fijadas (SpA-14 y Hpp-1) se tiñeron 

de manera análoga a el antígeno brucelar amortiguado (A;

ton, 1975). Después de dos lavados con PBS los paquetes 

bacterianos se pesaron y resuspendieron con suficient~ 

SSP para obtener un volumen de 22.5 ml por gramo d2 cél~

las, ésta suspensión se adicionó con 1.0 ml de solución 

de rosa de bengala por cada 35 ml de la misma, agi tandose 

con barra magnética durante dos horas. La suspensión se 

filtró a través de algodón estéril y las bacterias teñi

das fueron lavadas por centrifugación con PBS en dos oca

siones. El paquete bacteriano se pesó nuevamente y se a~r"~ 

garon 2.0 ml de diluente amortiguado por gramo de bacte -

rias teñidas y se resuspendió con agitación orbital (50 

rpm) durante dos horas. La suspensión se ajustó nuevan1e~

te a un volumen de 14 ml de diluente amortiguado por gra

mo de células, se mezcló con barra magnética durante dos 

horas y se filtró por algodón estéril. Una alícuota fue 

tomada para determinar la densidad de la suspensión como 

el volumen porcentual de las celulas empacadas. esta de

terminaci611 consistió en colocar la suspensión de bacte

rias en un tuLo capilar, sellando por calor uno de los 

extremos y centrifugando a 3500 x g en una microcentrif~ 

ga. El paquete celular se midió directamente en un lector 

para microhematocritico clinico, siendo dicha medición la 
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correspondiente al porcentaje de células en la suspensión. 

Cuando el volumen de células en la suspensión no era igual 

al 8%. se ajustaba la concentración por adición de diluen

te amortiguado o bacteri¡s tefiidas segQn se encontrara más 

o menos concentrada (respectivamente) la suspensión. agi

tando dos horas más y determinando la densidad hasta obte

ner la concentraci6n adecuada. El pH de la suspensión de

bía ser 3.65~ O.OS y al mezclarse con un volumen igual de 

suero, éste debí~ mantenerse en 3.8~0.05. Las suspensiones 

se dividieron en ~lfcuotas de 5.0 ml y fueron almacenadas 

a 4°C hasta su uso. (Figura 2). 

Estandarización de Hpp-J para el ensayo de aglutinación 

lenta en tubo (SAT). Las bacterias propagadas en caldo se 

lavaron dos veces por centrifugación con PBS. El paquete 

se resuspendió en formaldehfdo al 0.5% en PBS a una caneen 

tración aproximada del 1% (v/v), la mezcla se incubó a tem

peratura ambiente durante 30 minutos agitando ocasionalmen

te. Las bacterias se lavaron dos veces por centrifugación 

con PBS y el paquete bacteriano se resuspendió a una canee.!!. 

tración del 4.5% y se almacenó a -20°C hasta su uso. 

Pruebas de aglutinación. 

AqluUnación lenta en tubo (ensayo control). Se llevó 

a cabo por el método de dilución decimal según Morilla y 
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Fig. 2 PRZPARACIOll DEL REACTIVO 

Cultivo de ie:....?C· hr en medio 

l!q~ido 
1 La.vado con ?!!2, 

'SobF.~m1dantc-.--'--- Paquete 

Suorender al. ~.,; en PB.'.'.> 1 p!! 7 .. 4 

Mezclar con 1 ·101.. de 1-?ropanol 

1 Ir.,.•1b:tr 30.c.in. a 'f.,\ .. 

L::ivado con PBS 

Pt'.:¡u~te------------~----

J.lct.iar, rasunpendcr al 10% 

con PE.5-VAT 

l Incubar 15 ::irln. a '1'.A. 

La vado con PBS 

Sobronadante--~-----Paquete 

!'C~;'.!"t rc:::uspander con :1,~.5 ~/de 

SSP por grc.mo de producto y ag:-c ~r 

1 ml de roGn de bcne;ala. por ca.:in. J5 m1 

Agitar 2 hr co:i 1::..:.:-ra a1..'l.GJ1Ótica 

1 

Fil tro.r por al¡;od6n absor

bente eatiiril 

Lavado con PBS 

Paquetu ------------~---.Gobrennd:J.ntn 

PeGar1 reGUcpcndar con 14, ml do 

diluente amortiguado por &:"amo 

1 Agitar 2 hl:• filtrar por a.lgod6n 

Comp!"oba.r conccntraci6n (8% por r!dcrohematocr!to) 
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Uautista (19dG). La suspensión de Hpp-1 al 4.51 se diluyó 

a una concentración celular equivalente al 0,045~ con SPP 

(l:lUU v/v). La dilución se i1iz6 al menos 12 noras antes 

de utilizarse y se conservó a 4-'C hasta su uso. Antes de 

iniciar la prueba tanto los suero ~roblema como el anti

geno diluido fueron expuestos a temperatura ambiente du -

rante 30 a 00 minutos. Para el ensayo se procedió del si

guiente modo: 

1.- Por cada muestra se emplearon cinco tubos que e~ 

rrespondian a las diluciones 1·25, 1:50, 1:100, 1:20J y 

1:400. 

2.- Con una pipeta de Bang se depositaron en el fondo 

del primero al quinto tubo 80, 40, 20, 10 y 5 microlitros 

del suero de prueba. 

3.- Con una pipeta serológica se depositaron 2.0 1nl 

de antigeno diluido l:lUO en cada tubo, resultando las di 

luciones antes cita das. 

4,- Los tubos se agitaron durante 30 segundos y se 

incubaron a 37ºC durante 48 horas 

5.- La lectura de la prueba se llevó a cabo utilizan 

do una luz fluorescente indirecta con fondo negro. El gr~ 

do de aglutinaci611 se midió observando la transferencia 

sin agitar el tubo. Se considero el titulo del suero aqu~ 

lla ~ilución que causara aglutinación y sedimentaciónpr~ 
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nunciadas con transoarencia del 50%, 

a.- Como controles de la prueba se utilizaron diluci~ 

nes de un suero negativo y del anti suero control, así como 

agua destilada para comprob~r la no existencia de autoagl~ 

tinaci6n o la formación de sedimentos espont~neos del anti 

geno dilufdo. 

Coaglutinación con SpA-14. Antes de realizar la prue

ba lo: sueros problema. los controles y los antígenos es

tandarizados se dejaron reposar a temperatura ambiente du

rante 30 a GO minutos. 

1.- Se depositaron con una micropipeta 30 microlitros 

de suero problema sobre una placa de porcelana excavada, 

seguidos por 30 ffiicrolitros de antfgeno acidificado amortl 

guado de SpA-14 mezclando perfectamente con el extreffio de 

un aplicacior de madera. 

2.- La mezcla se dejó reaccionar durante 3 minutos con 

un ligero movimiento de vaivén. Con los sueros que ocasio

naron aglutinación en este punto ya no procedió el siguien

te paso. 

3.- Se agregaron a la mezcla 30 microlitros Je antíg~ 

no acidificado amortiguado de Hpp-1 mezclando perfectamen

te con un aplicador de madera. 

4.- La mezcla se dejó reaccionar durante 4 minutos con 

un ligero movimiento de vaivén. Pasado este tiempo la lec-
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tura se efectuó de inmediato, considerando positivo el su~ 

ro que provocara aglutinación visible con respecto a los 

controles. 

5.- Se utilizaron como controles ~1 suero de un ani

mal libre de nemofilosis (control negativo), el antisuero 

control anti-tlpp-1 {control positivo) y PBS para descartar 

autoagluti1lación de los reactivos. 

Adsorción de los sueros con proteína A soluble. Los 

sueros que ocasionaron aglutinaci6n en el punto Z del pro

cedimiento ante:·ior se adsorbieron con un volumen igual 

(30 microlitros) de solución de protelna A (100 mcg/ml) 

durante un minuto y se trataron según el método descrito 

en el párrafo anterior, duplicando el volumen de reacti

vos (60 microlitros}. 
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Aislamiento y purificación de proteína A. 

El aislamiento de proteína A se llevó a cabo según el 

método <le Sjoquist (Sjoquist y col,, 1972b) ligeramente m!!_ 

di ficado. 12.0 g de SpA-14 {peso húmedo) fijadas por el m! 

todo anteriormente descrito'. fueron suspendidas al 5-;;; en 

solución de sacarosa 0.25 M en Tris-HCl 0.05 M, pH i:s,O. Se 

agregó a la mezcla lisozima a concentración final de 5mg/ml 

y se incubó a 37~c por ld h en agitación orbital ( 100 rpm}. 

Uespués de centrifu9ar a 5000 X g durante 20 minutos a 4ºC 

el sobrenadante se dializó contra agua destilada por 24 h. 

El precipitado formado durante esta etapa se descartó por 

centrifugación. El sobrenadante fue entonces adicionado con 

bicarbonato de sodio a concentración final de 0.1 i~ y apl! 

cado a una columna de OEAE-celulosa (2 X 19 cm) con flujo 

aproximado de 20 ml/h. La columna se lavó con 200 ml de bi 
carbonato de sodio 0.1 M y la muestra se eluyó con un gra

diente linear de 150 ml 0.1 M y 150 ml 0.4 M de bicarbona

to de sodio, pH B.O, se midió la conductividad, absorban -

cía a 280 nm y la concentración de proteínas a las fracci~ 

nes obtenidas (2.!:i ml). Las fracciones adecuadas fueron pr~ 

badas para contenido de proteína A y aquellas que present~ 

ron títulos mayores a 1:1024 fueron combinadas y se canee~ 

traron por ultrafiltraci6n (Micro Filtration Sistem Mo. 

UHP-76) con membrana de corte 10,000 de peso molecular 

(Ultra/por MWCO-lOK). El concentrado fue aplicado a una CQ 
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lumna de Sephadex G 150-200 (2 X GO cm) en Tris-.HCl O.OS ;1, 

1.0 M NaCl, pH B.O. con flujo aproximado de 30 1nl/h, dete!, 

minando a las fracciones obtenidas la absorbancia a 280 nm. 

el contenido de proteínas y la actividad de proteína A. Las 

fracciones con actividad de proteína A fueron combinadas y 

recromatografiadas en la misma columna. 

Ueterminaci6n de proteína A. 

la determinación se realizt5 según el método de micro

nemaglutinación propuesto por SjÜquist y Stalenheim (l~ciS). 

Los eritrocitos de carnero al 50% en Alsever fueron lava

dos por centrifugación con PSS en tres ocasiones, el paqu~ 

te se resuspendió con un volumen suficiente de hemolisina 

diluida 1:8000 en PBS (un cuarto de la dosis mínima hema -

glutinante) para obtener una concentración final del 2!o 

incubados 60 min. a 37ºC y lavados por centrifugación con 

PdS tres veces más y el paquete se resuspend16 finalmente 

a concentración del 2;:; en PDS y se almacenó a 4ºC hasta su 

uso. Para la determinación de protefna A se prepararon di

luciones dobles sucesivas en PGS desde 1:2 hasta 1:2040con 

50 mcl de las muestras en placas de poliestireno para micr.Q. 

hemagluti nación, a cada pozo le fueron agregados 50 mcl de 

la suspensión de eritocilos sensibilizados, incubando la 

mezcla a temperatura ambiente por 12-24 noras. Las muestras 

con titulos menores a 1:1024 fueron descartadas. 



36 

Determinación de proteinas, 

Fueron de~ rminadas por el método de Kalb y ~ernlohr 

(177). Se determinó la extinci6n de las fracciones a 230 

y 260 nm contra blanco de agua destilada y la concentra -

ci6n se calculó a partir de la fórmula: 

183.E 230 - 75.S.E 260 = mcg/ml. ElectroforSsis ~ g_gJ ~ 

poliacrilamfda-dodecilsulfato ~ sodio (~). 

Los geles de acrilamida/N,N' - metilenbisacrilamida al 

12% se prepararon de acuerdo a 1 as instrucciones del fabri 

cante asf como los amortiguadores de muestra y de corri -

miento. Dichos geles fueron teñidos con azul brillante R 

de Coomassie según las instrucciones del mismo fabricante 

(Sigma Tech. 8ulletin No. MWS-877. Sigma Chern. Ca., St, 

Louis. Mo. U.S.A. Jan. 1986}. La electroferésis se reali

zó a 150 voltios por espacio de tres horas, la movilidad 

relativa de las protefnas (Rf) se calculó como el cocien

te de la distancia recorrida por las protetnas (en cm) e!l 

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 

los valores de las fracciones de muestra en la curva de 

calibrado obtenida. 
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Aislamiento y purificación de proteína A. 

En la Figura 3 se muestra el perfil ae la cromatografía 

en columna de UEAE-celulosa. El material activo de protefna 

A detectado por microhemaglutinación se confin6 en tre~ pi

cos. encontrandose el mayor contenido de proteína en el pi

co A. Las fracciones correspondientes a estos picos una vez 

concentradas por ultrafi1traci6n presentaron un titulo ma

yor que 1:1,000,0lJO. La Figura 4 A presenta la cromatogra

fía 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 títulos de proteína en las fracciones 

fueron iguales o menores a 1:1024 se consideró que la can

tidad de proteinJ era muy pobre y sólo las fracciones seña

ladas por la linea bajo la curva fueron concentradas por 

ultrafiltración y recromatografiadas en la misma columna, 

el resultado se presenta en la Figura 4 a. El material de 

protefna A se confinó en un pico asi:nétrico el cual mostró 

solo una banda en SDS-PAGE (Fig, 5). ET peso molecular a

proximado de la proteína aislada, determinado por interpo

lación en la curva de marcadores de peso molecular (Fig. ú}, 

fue de S9,000 d. La preparación que inició con 12 9 de baf_ 

teri as (peso húmedo} rindió 3 mg de protefna A que corres

pónde aproximadamente al 6~ del monto total en la bacteria. 
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---, conductividad en mv. A,B y C corresponden a l<l!: ft·a.s. 

cienes actJvas de prote1na A determinadas por mi~r-~he~a-
glutinaci6n. 
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F!i. ·~· (A) Cromatogr.::i!!a de las !raccioncs combinada~ A,B y C de 

la Fig. 3 en Sephadcx G 150-200, Tris-HCl o.os M, 1.0 M -
NaCl pH C.D. Lo..: linc.::i::; en la pa::-tc .;.uperio!."'" de lo gL~f!

ca con los n6mero~ romanos 1 y 11 corresponden a la~ f ra~ 

cloncr; combin.::id:n~. El mayo:'" contenido de prote!n.:i. !·. $r:.? C,!2 

contr6 en el pico 1 del per:il Oc eluci6n. (Bj Ferfil de 

la recr~m.::itoQ::-af1u del pico I en la misma columnü. ---,A~ 

sorbancia .:i. 230 nm; ---, concentraci6n de proté!n<i. Sl m.2. 

te!."'"i~! actjvo de protc!na A ~e confin6 en un pico asim~-

trjco indicado µor la lineu sólida en Ju parte inferior -

de lu grtí:icu.. 
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Figur~ 5. -:.i.c ctro~:r:.~ésis en ee1 de po1. i::icriln:11id.;L-doc1c cil 

s-.. t1.f'1to <le sodio al 12% l3 hr/150VJ, clcl oz:t:--:t._g 

1Jn p1.1.ri.~·i.cac1o d.e !:!.· ~ en colu:nna de seuha

dex U 150-200. ~A, prote1na A pat~on t~iemn, Che. 

co.); A, protc:i.na A de1. extracto de~· ~ 

cepa. HU-1.4; l'ill', m·~"'"cadores ele peso :n·:>1'jCltl:1.!". 
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Pruebas de aglutinaci6n, 

Se probaron en total 102 sueros de cerdo por coagluti

nación y aglutinación lenta en tubo (SAT), 22 de los cuales 

presentaron hem61isis severa que interfirió en la lectura 

de ambas prueoas y tuvieron que descartarse del estudio. 

En el Cuadro 1 se presen: 1n los resultados de las determi

naciones. El ensayo de Chi cuadrada no demostró diferencia 

significativa entre los métodos; los sueros positivos por 

SAT mostraron títulos de 1:50 hasta 1:400, mientras que en 

la prueba de coaglutinación aún cuando no se ensayaron dil~ 

ciones de suero fueron observados diversos grados de agluti 

nación, desde aglutinaciones pobres con baja clarificación 

hasta aglutinaciones francas con total clarificación del 

medio. Solamente se determinó titulo por coaglutinación 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 practicó aglutinación en tarjeta utiliza~ 

do sólo el antígeno ácido amortiguado de Hpp-1. En ~l Lua

dro 1 aparecen los resultados de 80 sueros probados por SAT 

y solamente 50 por coaglutinación, esto se debió a que en 

~l sueros se presentó aglutinación al agregar el reactivo 

de SpA-14. estas reacciones inespectficas se consider~ron 

causadas por presencia de anticuerpos contra el estafiloc~ 

ca o por una concentración elevada de protefnas en los su~ 
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ros por lo que éstos se adsorbieron previamente con protei 

na A. Los resultados se muestran en el Cuadro 2. En esta 

ocasión la diferencia entre los métodos fue aún menor se

gún el ensayo de Chi cuadrada, sin embar'.;!O parece existir 

un mayor núrn~ro de casos positivos detectados por coaglut! 

nación que por SAT. Cabe señalar que la adsorción se prac

ticó con el extracto parcialmente purificado en DEAE- cel~ 

losa, el extracto purificado con DEAE-celulosa/Sephadex 

G-150-200 y proteína A comercial estandarizados a 100 mcg 

de proteína por ml, a fin de probar su utilidad para la 

prueba no obteni~ndo diferencia entre los tres y encentra~ 

do un solo suero que no dió resultados satisfactorios con 

el tratamiento. En la Figura 7 se muestra el aspecto de la 

aglutinación provocada por el suero control y un suero ne

gativo probados por coaglutinaci6n. 
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C'Ui!.:!ro l. An~l!=i.s de X: par~ !o~ !IUeros .Pr:.b.;;odcs ::on <l<;lu-:lr.a::!!n 

len!::.:t en :ubo (:..;:-: y i:oaglutinaci6n, en 1.J d.o::tccc!.Sn de 

pleuroneumon!a cont.:iq!.osa pcr-c!.na. 

: S A T 

~lutlnaci6n 

S A T 

39 

60 

POSI.TIVO,J 

41. 

38 

7S 

o-~ 

'!"CTAL 

80 

59 

'lJ? 

O-F./E 

J 3.;,;53 45,77 4.47 -4.47 0.579 C.42!! 
1--------1--------J------·-------- ··--

Coaglut!.naci6n ::s • .:7 33.53 

Total Go.oo 79.oc o.oo o.:io t ~-J63, :.o::~ 
1 

x2• :?. 398, 9 1-1 p. s P a. 1 

Cuadro 2. ·'"~lisis de x 2 para los sucro:t pr-obados con ag!utin.'1c!.6n 

lenta en tubo (5,;,-:-: y cca9lut!.nac!.6n, dcSp'..:é~ de la .ad-

#orc!.6n prote!na " e '100 mcg/r.oi.). 

?RU~BA NE:Ct\TIVOS rosrrr~us -:'OTAL 

S .A T 39 41 80 

cciagl:Jt.!.n<::.c!.6n ~5 4< 79 

74 85 1.S'J 

E o-~ o-u" 
S_A T 37.23 4.4.'77 1. 77 -1.77 0.004 ·:l.:J73 

Coag!utinac!6n 35. 77 42~23 -1.77 1. 77 o. 'j25 e.o-~ 

Total 74.0G es.ca o.oc o.oc o. !e'? o.~..;."".' 

, . 
x--o. J l.6, gl• 1 º· s p 

_j 

1 

1 

i 
1 

,, 
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!f'igurP ·¡. Acpecto de ln HC'lttti:'l.:::ciOn provocad.a por e1. suern 

control positivo (+J y un Guero neeativo (-) pr=:

bac1oc por coaG].utinación. 
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La técnica utilizada para la purificación de proteína 

A no permitió la obtenC:ión 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 IOX de la proteína ligada al petidoglicán no se libg 

ra por la digestión con lisozima (Forsgren, 1969). La lisQ 

zima ca tal iza la hidrólisis d~ las l igadaduras beta-1,4 

del Ac. N-acetilneuramfnico en el peptidoglicán siendo ine~ 

pecffico el tamaño de las cadenas· que se producen por la dj_ 

gestión, ya que la proteína esta unida covalentemente a la 

pared se obtiene un producto heterogéneo en dimensión y car 

ga (Ujork, 1972), algunas de estas fracciones pudieron per

derse durante la separaci6n cromatográfica como fracciones 

con bajo tftulo de aglutinación. La técnica original descri 

be el uso de bicarbonato de amonio durante la cromatografía 

en DEAE-celulosa el cual fue sustituido por bicarbonato de 

sodio con el consecuente cambio en la conductividad eléc -

trica de las soluciones y posiblemente en la interacción de 

la resina con las protefnas, esto también pudo ocasionar 

pérdida del producto. Aunque con rendimiento bajo, el pro

ducto final mostró solo una banda de proteína en SDS-PAGE, 

contra los resultados esperados por reportes anteriores en 

las que se describfan hasta seis bandas con actividad de 

proteina A, además de otras sin actividad especifica (Far~ 

gren, 1969¡ Bjork, 1972), En la primera etapa del experi -
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mento. las c~lulas se pre-trataror1 con EDTA y tritón X-lOü, 

esto permitió remover proteínas contaminantes que no estu

vieran ligadas covalentamente al peptidoglicán (SjOquist y 

col., 1972b). Por otra parte, se evit6 la contaminación por 

las proteínas intracelulares y los ~cides nucleicos en los 

extractos del.lirio a que la digestión con lisozima se r~ali

zó en condiciones hip~rt6nicas con sacarosa, quedanao rett 

nidos estos componentes en los esferoplastos formados 

(Forsgren, 1969). 

La deteción de antígenos de ~ ,,c~u~opneumoit~ae por ca~ 

gluti11ación en pulmones de cerdos infectados ha demostrado 

ser sencilla, rápida, específica y altamente sensible en el 

diagnóstico de la pleuroneumonia porcina (Mittal y col .• 

H133; Mittal y col,, 1986), en el desarrollo de nuestra 

prueba no se detectó antigeno especffico como en la prueba 

cl~sica de coagl~tinaci6n sino que se realizó de ma11era 

''inversa". es decir, teniendo el antfgeno estandarizado d~ 

tect~mos la presencia de anticuerpos especfficos contra é~ 

te. El tratamiento previo de los antfgenos de SpA-14 y Hpp-1 

con EOTA-tritón X-IDO presenta algunas ventajas teóricas 

con respecto a los reactivos ya existentes: Primero. la 

proteína A de superficie en el estafilococo queda en mayor 

disposición para fijar los anticuerpos presentes en los su~ 

ros permtiendo una mejor sensibilización y por ende un au-



mento en la sensib11 idad, debido al efecto del edetato y 

el tritón en la solubilizaci6n de prote1'nas ªcontaminan-

tes" de membrana (Schnait;nan, 197la), este efecto es pa-

tente por el aumento del tftulo encontrado en el suero p~ 

trón cuando se utilizó la coaglutinaci6n, sin embargo, no 

se excluye la sensibilizaci6n por las muestras de campo 

con anticuerpos inespecfficos ya sea en contra del estaf! 

lococo o de algún otro microorganismo que provoquen inter 

ferencia en el resultado de la prueba, este efecto fue 

minimizado por la introducción de protefna A soluble que 

eliminó de manera efectiva las reacciones inespecíficas, 

probableme11te porque remueve los anticuerpos presentes en 

exceso asf como algunas proteinas que interfieren en la 

prueba por alguna razón desconocida (Thirumoorti y üajani 1 

l:H9). En este punto, el extracto parcialmente purificado 

de protefna A arrojó resultados satisfactorios y podrfa 

sustituí r al extracto puro disminuyendo el costo de la 

prueba; y, segundo, el tratamiento de Hpp-1 con tritón 

X-100 solubiliza específicamente las proteínas de membra

na interna sin alterar la morfología o composición del 

peptidoglicán y las fracciones polisac.1rido en la bacteria 

(Schnaitman, 1Y7la). en tanto que el EDTA por su capaci

dad quelante de ;19 2+, ca 2+, K+ y Na+ los cuales están i~ 

volucrados en el ensamblaje de los constituyentes de mem-

brana externa de los gramnegativos, remueve los componen· 



tes superficiales entre polisacáridos y protefnas 1 el si

tio primario de acción del EDTA es el punto de inserción 

de el lipopolisacárido (Sc11naitman, 1~7lb). Por otra par

te, se ha demostrado que el cruce serológico entre los an

tigenos de .6_._ptc.u'tt•purunrt•uiac. se dá vía determinantes en 

el lipopolisacárido, teniendo mayor especificidad los de

terminantes del polisacárido capsular (Fenwick y Osburn, 

1386, 13ci6; 11ittal y col .• 1937), adicionalmente la porción 

polisacárido de la pared celular de A,;_p.Ce.u.'t(11.i;1rttmou.iac 

juega un papel signif1cante en la respuesta humoral y ce

lular porcina (Fenwick y Osburn, 1~86). A partir de estos 

datos puede suponerse que solo los anticuerpos específicos 

en contra de Hpp-1 scr~n los involucrados en la reacción 

de coaglutinación al enfrentar el antígeno-Hpp.l al Spa-14 

previamente sensibilizado por el suero problema determina~ 

do una buena especificidad a la pr~eba, esto se refleja en 

que por sí solo el antígeno Hpp-1 provoc6 un buen título 

de aglutinación con el suero control. Hasta el moi;iento no 

es posible afirmar que la prueba sea totalmente efectiva d~ 

bido a que la cantidad de sueros fue muy pobre y los resul 

tados podrían no representar ala población, f\demás, se pre

sentan limitantes tales como la existencia de reacciones 

inespeclficas, que representan alrededor del 25:, del total 

de los sueros probados en nuestra muestra, lo cual arrastra 

un cierto grado de error además del consecuente gasto de 
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reactivos y la introducci6n de proteína A soluble que el~ 

van el costo promedio de la determinación, Otra limitante 

la constituye el poder obtener muestras libres de hem61i

sis. Oebe señalarse tamldéñ, que la presencia de anticue.!: 

pos específicos contra un microorganismo en el suero no 

es signo inequívoco de infección y podría solo represen

tar la exposición anterior al agente infeccioso, aunque 

las pruebas de aglutinaci6n presentan la característica 

de provocar falsos positivos la posibilidad de encontrar 

falsos negativos es muy pobre y un falso positivo se pue

de comprooar a partir de pruebas mas finas (Garcia-Tamayo 

y Drago, 1982), por lo que la determinación podrfa servir 

como una prueba "tamiz 11 a nivel de campo. 
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La coaglutinación es una prueba que representa un arma 

potencial en e1 diagnóstico, prevención y control de la 

pleuroneumonia contagiosa porcina y que por lo tanto debe 

ser estudiada con más detalle a partir de un nOmero mayor 

de muestras de suero paralelas al aislamiento en pulmones 

o la detección de antigenos en los mismos, además de uti

lizar sueros hiperinmunes contra otros serotipos de Hac.mo-

1-?_fiitto (Act.i.11ebac.if..C.u~) pfcu.'z.(lp11e,1imo11 .. tac para evidenciar 

la presencia de reacciones cruzadas entre serotipos. Hasta 

el momento, se encuentran ciertas fallas técnicas que re

ducen la aplicación de la prueba como el no poder utilizar 

sueros con hemólisis severa, aunque este problema puedes~ 

lucionarse mejorando las técnicas de toma de muestra por 

el clfnico de campo. Por otro lado, es necesaria la intro· 

ducci6n de proteína A soluble a fin de disminuir las reac

cciones incspecfficas, tomando en cuenta que el costo adi

cional producido puede disminuirse utilizando el estracto 

proteico parcialmente purificando en DEAE-celulosa. 

Considerando los resultados anteriores en este trabajo, 

la producción de un estuche de diagnóstico para pleuroneu

monfa contagiosa porcina por coaglutinación, es posible en 

México y debe ser promovida como una alternativa de control 

epizootiológico primario a las pruebas de d~agnóstico ya 

existentes. 
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