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RESUMEN

Sin duda el AMycoplasma Invopneumoniae ex un de fos principales factores de inmunosupresion del

poco ostudiads en nuestso pais.

tracto respiratorio parcine S embargo, s una entidad patalogi

Esta falta de nformacion se debe en gran parte o la escases de prucbas confiables para cl

diagnostico del micoplasma en cerdos vivos. boate trabajo tiene la finalidad de ensayar una prueba
serotogica de ELISA desarrollada en of pais 3 darle vahdes comparando fos resultados obtenidos

por esta prucha con sucros pres iamente diagneoticados con una pruchas comercial de LLISA.

Se trabajaron un total Jde 256 suctos porcing provemientes de grangas porscainas con prablemas
respiratonios, los cuales se dinvadicron en dos grupos En ol grupo A se incluyen 81 sueros

dos con una pruebas comeraat de ELISAL divigidon en dos subgrupos Fi

previamente diagnostic
1S4y enel

subgrupo 1 incluse Tos sucros diagnosticados Come nesativoes por fa prueba comota

subgrupo 2 se inclusen los diagnosticados conne posttnvos (281 Los resultadeos obrenidos fucron

44, 30 » 7 driagnosticos negalives, positivos y sospechosos respectivamente. soaun el onterto Jde
interpretacion para la prucha ELISA Tween 20 En base « estos resultados ¢ analias comparativo a
través de la estdistica x° no establece dilosencias entre los resultados obrentdios por ambas
pruchas.  Sin embargo este analisis solo abre la posibalidad que por esta prucha se obtengan
resultados similares a fos que se obtendrian por g prucha comeraial En ¢l subgrupo 1 sc¢
obunicron 39 diagnosncos negativos, 10 positinos & < sospechosos, con e 73.58% de resultados
iguales en ambas pruchas En el subgrupo 2 los resultados obtenidos fucron, 20 dingnosticos
positivas. § negativos 3 3 sospechosos, con un 71327 de resaltados iguales on ambas prucbas n
base a esto se desprende que existen diferenciss entre Tos resultado obtendes por ambus pruchas
Estas diferencias se atnbusen a posibies reacoiones mmespeaiticas. Do tal mancra que e concluye
que la prucha de ELISA Tween 20 requicre de mis ensayos antes de ofrecerla como prueba

diagnostica de rutin,

El grupo 8 1o constituyen 175 sucros provenientes de una zona de elevada produccion porcina. los
resuftados obtemidos son los siguicates 98 posiziv os (52,57 94), 68 negativos (38.85%) v 15
sospechosos (8.5%0) Estos resultados muestran gque la Neumonia Enzootica ticne una incidencia

clevada,



RESUMEN
1. INTRODUCCION
1. CARACTERISTICAS GENERALES DE Mycoplasma hyopneumoniae

1.1 CARACTERISTICAS GENERALES DE 1.0S Mollicutes

1.2 ESTRUCTURA

13 CULTIVO E IDENTIFICACION
2. NEUMONIA ENZ.OO0TICA
2.1 DEFINICION

2.2 ANTECEDENTES

2.3 SINERGISMO

2.3 EPIZOOTIOLOGIA

2.5 IMPORTANCIA ECONOMICA
2.6 PATOGENIA

2.7 SIGNOS CLINICOS

2.8 LESIONES

2.8.1 MACROSCOPICAS

2.8.2 MICROSCOPICAS

2.9 DIAGNOSTICO

2.9.1 DIAGNOSTICO SEROLOGICO
E LIGADO A ENZIMA (ELISA)

3. ENSAYO INMUNOABSORBE

3.1 ANTECEDENTES
3.2 FUNDAMENTOS Y TIPOS

Pég.

T NN N e w Ny,

11

12

13
13
3
13
149
5
16

16



SA

3.3 ANALISIS DE LAS DIFERENTES ETAPAS DEL E

3.3.1 UNION DE LOS INMUNOREACTIVOS A LA FASE SOLIDA
3.3.2 PROCESO DE LAVADO
333 ENZIMA Y CONJUGADO
1. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GENERAL

2.2 OBJETIVOS PARTICULARES
111, MATERIAL Y METODOS

A1 MATERIAL

3.2 METODO

IV, RESULTADOS

V. DISCUSION

ViI. CONCLUSIONES

VIL BIBLIOGRAFIA

18

18

20

21

22

22

24

27

33

39

41



1. INTRODUCCION.

TICAS GENERALES DFE Mycoply hyor

1. CARACTERIS

slados en fos cerdos son: Mycoplasma hyopneumoniae,

Los micoplasmas mas frecucntemente
Neumon

agente  ctiotogico  primario de  la Fnzootica, cntermedad  infecciosa Jdel  tracto
respiratorio, deserita en muchos paises v que produce importantes pérdidas economicas: mislado en
1965 por Gouodasin. Mare v Switzer Afvcopbaso I orkanis, que se asocia a pleuritis, pencardites y
artritis: aislado con trecucnan del tracto resprratono de cerdos sanos; pero se ha establecido que
puede producir lesiones pulmonares ssmilares a las que produce el Afveopdasma Inopreumonsae

Atveoplasma focculare,

A coplasima Inosmoviee, responsable de producir lesiones articulares

amente ditundido en el fracto respirator o, sin gque su papel patogeno esté bien detimdo (2, 4,

ampl
25)

Ademas del tracto respiratorio se aislan ocasionalmente Mivoplasma argmn. AMicoplasma bucale
¥y atgunos Acholeplasmas, micntras que del tracto vastromtestinal Aicoplasma swadve sy del tracto

s 0N

genital, Loreaplasms (2, 23

DFE LOS Maollicutes.

1.1 CARACTERISTICAS GENERALF

tos  Mollicutes

Los micoplasmas son microorganismos  procariotes pertenecrentes a la clase d

(del latin motlin = blando: curis = piel ) Su rasgo prncipal oy que carccen de pared celular, como lo

clectronica y el analisis quimeco, que revelan la ausencia de acido N-

demuestran la microscop
acctil muramico y acido diaminopimélico. Conticnen ¢f minimo de estructura metabélica y fisica
para llevar a cabo sus procesos vitales de crecrmiento » multiplicacion. Son capaces de crecer en
medios artificiales exentos de células 3y no revierten a ancestros bacterianos ni provicnen de cllos
como es el caso de las formas L (Lister). Probablemente son lus microorganisinos mas pequeios

capaces de crecimiento autonomao (2. 6, 13, 20, 25,34, 37)

familias

comprende  un orden: Mycoplasmatales: vy tres

La clase de los Mollicutes
Mycoplasmataceac (1), Adhoteplaymataccac () sy Spiroplasmataceae (1), Esta subdivision se
basa en criterios nutricronales, propicdades bioguimicas v morfologia (3, 25)




Mientras la fumilia de los Acholeplusmataceue se caracteriza por su ind d in de i las

otras dos familias difieren del resto de las procariotas en su dependencia de cllos para crecer (2. 3,
25, 34).

Por su parte la familia Spirapl, eae se diferoncia de bas otras dos fumilias por su morfologia

helicoidal y sus movimientos rotatorios y ondulantes (25)

Entre las dos primeras famihias < han establecido diferencias en e) tamano del genoma, en sus
RNAr » la presencia de lactato deshidrogenasa on todas las especies de Acholeplasmataceae

identificadas o la fecha, misma que o esti presenta en los micmbros de  la familia

AMycoplassnatad vae

ademas ticne ls hatilidad de incorporar acetato a los lipidos de la membrana,

1o que parece ser otro eriterio para diferenciar ambas tamilias (2)

La familia de los AMvcoplasmataceae comprenden dos generos. Afycoplasma, que se caracteriza por
su dependencia de esterod, porque no hidrolizan 1a urea y son acrobios facultativos. Ureaplasma

que se caracteriza porque hidroliza ta utea (presencia de ureasa) (4, 25, 33)

Se reconocen dos géneros de po:

16n taxonomica incierta: Thermoplasma que requicre de
temperaturas de 56 a 60°C » pH de 1 a 2 optimos para su desarrollo; ¥ el género Anaeroplasma que
son anacrobios estrictos y prescntan cepas que requieren esteroles y otras Que no (4, 13, 20, 25, 343,
48).

El anadlisis al microscopio electronico revela una estructura extremadamente simple; se identifican

tres organelos: la membrana plasmatica,

ibosomas ¥ cl nucleo (25).

La membrana plasmatica esta comy POr pri inas y lipidos disp Os ©n una estructura

trilaminar. al microscopio ¢lectranico se abservan dos lineas oscuras de aprosimadamente 39 A°,

dentro de las cuales hay una zona clara de apronimadamente SO A° csta disposicién puede scr

simétrica o no; por ¢jemplo, una de las lincas oscuras pucde aparecer menos clectrodensa y con
menor espesor que la otra (3).



una capsula que cn algunos cases s de

En algunas especics la membrana esta cuhierta por
naturalcza polisaciarida y en otros Ja naturaleza no ha sido precisada (M. meleagridis y U.

wurcaliticum) (4, 20, 25)

Los micoplasmas son catremadamente pleomaorticos 3 pueden aparccer como covos, tilamentos,
Jdis semcgantes a dos honpaost de abi ef nombre de micoplasmas), sin

formas filamentosas ramiti

embargo, son muy senables al efecto de la presion osmotica, por 1o gue os cucstionable que pucdan
ser vistos libres de defectos producidos durinte {a preparacion Je especimenes  La mucroscopia
electrénica revela fonmas cocodes o Blamentosas v en condiciones osmoticas la células se
observan redondas o cocordes (2.4, 25, 343

En consecuencia la mortologia basica es la cocorde » Tas formas tilamentosas sofn una ctapa
transitoria del desarrotlo. en L que Ta division del genoma ocurre mucho antes que la division del

Las Cunles terminan por dar orgen o cadenas de cocos L drametro de la célula varia de

citoplasma
a 0 Tpun de diametro son las

0.3um a USum, donde los pequenos elementos coconfes de 0 2pm

unidades mits prquenas capaces de crecinentnandependiente (1, 20,0 348)

de S w10 dalton (Afcophamae s Ureaplasms)

El genoma tiene un peso maolecular que sari
10° dalton (Acholeplasmus v Spurophasma) v osta formado por DNA circalar bicatenario, EI analisis
s de bases G - C que variade un 23 al

de los dcidos nucleicos muesiza un escaso porcentaje doe pare
41%. El genoma proporciona fa intormacion parie [y sintesis de unas 600 proteinas. Se dividen por

fisicn binaria (4, 20, 25, 34)

El cultive impone grandes exipencias o Jos medios destinados a este fin, fundamentalinente constan
son; extracto de levadura (10%3), suecro (10 a

casi srempre extracto de cord
En los murcoplasmas dependientes de esteroles, el sugero es

de una base nutritiv

20%%:). vitaminas ¥ otros aditivos

imponante como ftucnte de acidos grasos ' colestero!
plasmatica. donde tunciona como tactor estabilizante: izual papel desempenan los caratenoides en
Los sucros de equino v fetal bovino son fos mas

Este altimo es incorporado a la membrana

los micoplasmas que no regureren de esteroles

empleados ()

das nucletcos, pero es necesario el aporte de

Son capaces de cefectuar su propia sintesis de
precursores como purinas, piridinas y nucleotidos en algunos casos. Algunos son capaces de



fermentar azocares (glucosa. ndtose v fructuosa), mientras  gue otros hidrolizan la arginina
cepas no fermentadoras) o la urea. El plf del medio se pjusta

{(producen amogiaco a partir de és
entre 6y 8 (2, 4, 25, 34)

as de incubacion

1s caracteristroas pucden obsenarse despues de 3
Se trata de volonias con un

En mcdio solido las colen
en condiciones  de acrobtosis, v mejor aun, con el S oal 12% de €
diamectro de SO a 500 um, que se desarrollan entre Las fibras del agar extendiéndase despuces sobre

Ia superficie en una sona porifénica plana. de esta forma queda constitueda by tipica forma de
) que penetra en el avar rodeado por una drea

e decir, un denso coerpo centr:

“hueva estrellado™.
EN

circular de un cotor mas claro Fnanedio hiqundao el crecimiento se mamifiesta por turbides 125,

L2 ESTRUCTURA

El tamano y la maortologa del Af dnopercumonie son bastante uniformes independientermnente Jde la
2 a 05 um tanto gz

fasc de crecimiento Las celulas son redondas o cocondes con an damerro de 0 2
hrtada por una membrana rilaminar asuncifica, Contigus g s se

virro como r vive  Esta
obserna unag cubrerta de apariencis rizada, que consiate on deigados » largos podos o cerdas de T a 2

nm de diametro s 30 a 100 nin de Largo 20y

En cortes de pulmon teirdos con rutenns roge Cultivados en presencia de suero bipeniminune, se

nm de espesor, » parecen cansistir de elementos fibrilares

observa una estructura capsular de 127

-3y B omatenial capsolar micoplasma,  las

orientados  radisbmente se  extrende entre el
microselloadades. crhios veumos ¢ mterconectando celulay micoplasmales 155

la prancras predormunan en la capa intermedia;

Fsti compuesta

por proteinas » carbohidratos enygemesclados,

micntras que os sepundos predontnan on fa capa mas externa (54)




6

13 CULTIVO E IDENTIFICACION

uno de los microorganismons mas ©agentes del genero, sin embargo. el desarrolla de medios

complcjos comu tos descriios por Fris y Goodwn facilitan su aislamiento (25}

En medio liquido con glucosa y rojo de tenol como indicador. ¢l crecimiento se evalia por el
cambio de color ropo tptl 7.5 o amuanille (pH o £). ya que ~e fermenta la glucosa  a 37°C
producicndose

dos que causan s disanoucien delb pll (25

Existe una relacion directa entre el crecimento celutar » la variacion del pH Fote cambio se puede

obsennar en 1 a2 dias de incubacion cuando se moculan 10 unidades cambiantes de color, mientras

que en cantidades menores € canbio ocotre despucs de 20 4 mas dias (3)

En medio soitdo las colonias pucden ser detectadas despues de 2 a3 dras de incubacion s alcanzan

U tamano masnime despues de 10 dras Se desarretlan en forma Je pequenas colonas redondas con

un diametro de 100 4 200 um despros istas de L protuberancia central « dan 1a apanicncia de “gotas

de rocio”) Las placas ¢ meuban a 3770 von b mayor cantidad de humedad posible » una

atmostera que contenga de un 5 a 10 "w de €O 2S5, A1)

Para ¢l aislamiento a partir de pulmones porcinos deben de considerarse tres factores. Primero es
un microorganisine nutricionalmente exigente s solo puede aislarse en medios especialmente
desarrollados para cllo: ademas ~e requicre que o grado de pureza de los constituyentes det medio
este garantizado asi como 1a bmpicsa quimiea del material emplcado: segundo en los pulmones
sospechusus de Neurnonig Fnz00nca, Cast MIempre estan presentes otros micoplasmas, especialmente
M. Mvortunis, ambas especies producen acido y desatortunadamente oste 9ltimo crece con mas

rapides Tenmascarando™ al Af Inepores

orie x o Terc

cro. aunque sean empleadas técnicas optimas y

medios adecuados. e~ dificil arslarlo de aleunos Gasos (4. 27

E) esquema general para el aslanuento ¢ adenuficacion es el siguiente. g parnir del tejido
neumonico se hace lua siembra en medio hquide, por epemplo, en el medio de Fnis. diluyendo fa
muoestra 107, Scoancuba a 377 C durante 5 a 7 dias en una atmosters ue contenpga de un 5 al 10%0 de
CO:. se obscrvan las cagas para detectar Lis colomias sospechosas » a partir de éstas la

identificacion ~e realiza por pruchas bioquinicas, que incluyen la prucba de la dependencia de




7

esteroles, fermentacion de carbohidratos, reduccion del tetrazolio o través de pruebas serolagicas,

como las pruebas de inhibicion metabolica o inhibicion del erecimiento (9).

El Af hyvopreumonsae 610 puede scr sislado del tracto respiratorio. En el pulmén sc encuentra

asociado estrechamente con el epateho,. por lo general asociado a los cilios, donde pucde ser

de  CGihiemsa,  microscopia  electronica.  inmunofluorescen: e

detectado por la  tine

inmunoperonidasa (12,31, :6)

2. NEUMONIA ENZOOTICA.

2.1 DEFINICION

Es una enfermedad infectocontagiosa del tracto respiratorio de los cerdos de curso crénico y un alto
indice de morbilidad, producida por A yvopnewnoniae. Caracterizada clinicamente por tos seca no
productiva y reduccion en el desempeno productivo de los animales atectados (3, 18, 41, 50)

22 ANTECEDENTES

La Necumonia Enzodatica fue descrita en la dé.

ada de fos 30 ¥ hasta 1948 sc Ie definio y diferencio
convincentemente de la Influenza Porcina. Ha recibido varios nombres  tales como Gripe de los
lechones y Neumonia siral, pero éstos presumian incorrectamente una ctiologia viral, por lo que el

término de Neumonia Enzootica ¢s ¢l mas adecuado (33 ).

En 1965 de mancra simultinca un grupo de investigadores en Estados Unidos » otro en Inglaterra
confimman que el agente ctioldgico es un micoplasma, al que designaron como AL srvopneumorniae y

AL suipneumorniae respectivamente En la actsalidad ¢f primer término es ¢l que esta

en uso. kn
Meéxico, a partir de pulmones obtenidos en cl rastro por medio de inmunofluorescencia indirecta,

Ciprian y col. detectaron la presencia del microorganismo (9).




2.3 SINERGISMO

Si bien ¢t M Myopneumonae es el agente cthologico primario de ta Neumonia Enzodtica, otros

1tos) estian invelucrados »2 sea como invasorcs

agentes infecciosos (bacterias, sirus ) par:

predisponentes o secundanios (8, 18, 33)

Las investigaciones a nivel deo rastro demuestran que o partir de pulmones con lesiones tipicas de
ser aisladas: cntre las  mas

Haoemophilus  spp.  Boardetells

Necumonia Enzootica . varias  especies  nncrobianas  pueden

frecuentemente  estan Af  nvopreumoniae £ mudiocida,

broncluseptica (32)y M Invorhines (15). o cual pone de manifiesto la naturalesza multietiologica de
Ia enfermedad. en donde ol M Inoprcumonie actia ya sea como agente primario o como enlace

entre la infeccion bacteriana s la viral (15,32, 33)

A pantit de estc tipo de estudios  se ha demostrado  Ja nterrelacion sindrgica entre A
myopneumoniae s P omuliocida. En los pulmones en donde fueron aistados ambos agentes  se

S extensas y severas (15,32, 33).

prescntaron las lesiones

Ciprian y col. (1986) encontraron ¢l mismo cfecto a partir de cerdos inoculados experimentaimente
ia de ambuos agentes, Jos signos clinicos son mas severos (8.

y ad A on que cn pr

15.27).
De la discusion anterior se concluye que P mudrocidia probablemente no tiene la capacidad por si

misma de colonizar pulmones sanos. pero como invasor secundario hace las lesiones mds extensas
y severas. agravandose el cuadro clinico (8, 15, 32).

Por otra paric sc ha estudiado ¢l efecto de AL Myopneumoniae sobre ¢l desarrollo de la

ida por dctinobacillus pleuroy y sc ha

F ia C piosa Porcina prod
encontrado que la infeccidn previa del micoplasima actua como factor predisponente que exacerba a

esta Gltima enfermedad (52).

afectalar

En basc a lo antcrior se pucde luir que Ia pr ia de AL oy
del huésped y hace al pulmé ptible a la invasién bacteriana (8. 32, 37).




2.4 EP1Z00TIOLOGIA

La Neumonis Ensodtica esta pli ditundid en el do y es causa de importantes
pérdidas icas en la pr ion porcina iva. Se puede presentar en cualquicr época del
nfio, pero su sevenidad pucde variar Jde acucrdo a los pr ditni de j di
ambicntales y sanitarias (14, 15, 21, 22).

La transmision a cerdos susceptibles  se produce por contacto dirccto con animales infectados a

través de Ia inhalacion  de acrosoles ¢ J con ¢l
37).

Bar

10 a corta distancia (22,

No se ha reportado 1a existencia de alguna otra via de infeccion directa, teniendo en cusnta que la
resistencia del microorganismo en €l medio ambicente es Muy €3Casa y RO sobrevive en este mas de
24 horas. Sin embargo, sc ha probado la diseminacion aérea a distancias tan Icjanas como de 1.6 a
3.5 kilometros en climas frios y humedos (23).

El origen de 1a contaminacion son ta hembras jovenes que tienen un bajo nivel de inmunidad, las
cuales tienden a infectarse y climinar micoplasmas (transmision vertical), o bien al momento del
destete, que €3 la principal forma de transmision (transmision horizontal), entre lechones paridos
por cerdas jovenes ¥ lechones procedentes de cerdas viejas (Ia inmunidad lactogénica desaparece
entre las 4 y 6 semanas. ticmpo que depende del mumero de cerdas jovenes). Esta altima forma de

transmision se intensifica debido al gran estrés que acompadan al destete (25, 37, 33).

La incidencia real de la enfermedad no se conoce con exactitud, ya quc el aislamiento del Af
hyopneumoniae no se hace en ¢l dingnodstico de rutina, sin embargo en algunos paises pucde haber
una variacién de un 10 al 80%5 o incluso superior (9, 25).

En Meéxico los trabajos realizados por Pijoan. Ochoa y Trigo demuestran un incidencia superior al

25%. Ciprian s cols. reportan una incidencia del 23% cuando cmplearon la prucba de

inmunofluorescencia indirecta y del 80% a partir del alisis de lesi 6

pi en
pulmones colectados en ¢l rastro (33). Maqueda (1977) evalud lesiones neuménicas en diversos
rastros del pais y reportd un 51% de casos positivos (9).




2.5 IMPORTANCIA ECONOMICA

La neumonia ¢n ¢l cerdo representa uno de los in,

s graves problemas infecciosos de costa especic
ammal. El tipo y la severidad de la ncumonia os ol resultado de la interaccion dinamica entre los
agentes infecciosas » el huésped. que son fucrtemente  influenciados por las condiciones

ambicntales.

practicas de mancjo y factores natricionales (37), lo que favorece la invasion del
tracto respiratorio por bacterias, micoplasmas » virus (27). De osta mancra se pone de manifiesto la

complejidad del estudio de las enfermedades respiratorias en genersl. en donde los agentes

Infocciosos son potencialmente capaces de  producir lessones pulmonares y algunos factores
predisponenties intem icne para que s¢ manifieste su poder patogeno. Por otra parte 1a gran escala de
fa produccion porcina se ha convertido en un tactor que agrava ¥ difunde

[ra ]

nfeccion pulmonar

El costo evonomice de esta eafermedad es enorme, debido al caracter cronico que usualmente

presenta, 1o que acasiona severas perdidas por deficientes ganancias de peso » retraso en cl

crecimiento; ademas, debe considerarse el enorme gasto por concepto de medicamentos, retraso en

Ia comercializacion (hasta de un mes), programas de prevencion s control (33, 37, 41, 48).

La importancia de M. vopreumonsae no es sdlo su efecto como patogeno primario. si no también
por su capacidad de actuar sinégicaments Con clros MICrLOrRanismos para causar una enfermedad

respiratoria grave (3).

Se ha determinado que entre ¢l 30 ¥ 60% de los cerdos de abasto presentan algan tipo de lesion

ncumonica. ¥ que por cada 10% de tejido pulmuo

r afectado, 1a ganancia diaria de peso se reduce
en 34.7 gr. En cl caso de los animales que presentan lesiones sugestivas de Neumonia Enzodtica se
repona el descenso del 17.4% en ta gananci
(38, 48).

diaria de peso y del 14%% en la eficiencia alimenticia

Poiton (1985). encontré una reduccion en ef crecimicnto diario del 12.7% en cerdos infectados

entre los B y 80 hg. de peso. con un aumento cn ¢l indice de conversion del 13.8% (39).



2.6 PATOGENIA

Se ha determinado que los micoplasmas pucden provocar lesjones p €% COmo

de su accion directa sobre tas células y 1a respucsta inmunologica producida por of huésped (6, 25).

La modificacion de las propiedades de la membrana  de la célula blanco debido a In union con

receptores ospeciticas y fa kberacion de metabolitos (peroxido de hidrogeno), pueden causar
diversas alteraciones, come fa inhibicion de L activedad ciliar v la hiperplasia del epitelio; dando
chos que ya no son feconacrdos como propios por «f

como resultado fa exposicion de antg

Hommunizacion Jdia orpgzen a una reaccion hinfocitaria extensa,

organismo. Este proceso de

formacion de complejos inmuncs ¢ mtlamacton (25)

namente » Ia

La colonizacion de la mucosa respiratocna por ¢l Af I opneumonaie s¢ produce temprs

adhesian a receptores, probabicmente expeciticos, de las eélulas ciliadas ey el evento inicial en el

desarrollo de ta neumon (55)

cl de fas epitelios

Lucgo de a infeccion el M Inopncumoniae se aloja en las vias respiratorias an
traqueal. bronquial » bronguiolar. localizando e entre los ailins el citoplasma apical de bas

de este produce of aglutinamicnta v la perdida de cilios retflejando la inteasa

células. La presencri

colonizacién qQue se produce No se produce la penetracion del microorganismo a los tejidos (6.

55).

La ciliostasis » la hipersecresion de moco conttibusen al acumulo de exudado mucopurulento en
las vias adreas bajas (11,22, 23)

El M lyopneumoniae produce peraxido de hidrdgeno que produce trritacion local. La activacion
del complemento., la degranulacion de neutrofilos s la hiberacion de otros mediadores quimicos de

la inflamacion por ¢l huésped durante la reacoion inmunelogica, probablemente contribuyen a la

irritacion local de la mucosa (6. 11, 18)

Como respuesta a la infeccion se han determinado que se¢ producen cambios en las propiedades

les, estos cambios al parecer incrementan

fisicoquimicas dcl moco sccretado por las célulss epitet

Ia susceptibilidad y la infecccion bacteriana secundaria (11)



1COS

e han descrito dos formas de

El perioda de incubacion para la infeccion natural es de 10 a 16 dias.
presentacion de la entermedad

s libres o

A) Aguda
Esta forma de prescntacion oy paco frecuente Y s asocta con fa reintroduccion en gran

cuando aparece por primera vos. L estas ¢iasos son susceptibles los cerdos de cualquicr edad 3 las
cifras de muorhibdad pueden Hegar al 1009 Sc pueden producis algunas muertes en animales
adultos 3y hasta of 209 de los lechones muocren s caracteristica L apancion de sipnos respiratorios

i torma evoluciona luego de un periodo de ticmpo varsable hacia

noresa

agudos. tos, fichre

fa forma cronca (18, 25, 50 )

B)YCronica.
ta forma cromca os la mas comun M es el patron gue se observa on la situacion enzootica de a
enfermodad. Se caracteriza por su elevado indice de morbilidad » baja mortahdad (3. 18 Por lo
general w¢ obsenan pocos signos clinicos: los mas afectado son los cerdos de entre 3 3 6 sermanas

de edad. aunque cn los lechones lactantes se pucden prescntar estornudos » secreciones nasales. Lo
mas frecuente o8 que la enfermedad tenga sits prmapales manifestaciones clinicas despues del
destete ¥ en cf periodo de crecinuento (3, 18, - 303

El principal signo que se presenta es la 1os Al inicio o8 posible gue solo unos cuantos antmales
tosan, pero despuds la trecuencia aumenta hasta que la mayoria tosen. La tos se puede presentar en
cualquicr momento pero es mas nofable despucs del gjercicio » o fa hora del alimento. EI signo

clinico mas impontante cs la gradual desumiforimacion de los animales del mismo peso al destete

como consecuencia de los diferentes grado de Lamnfeccion (25, 503

Los invasores sccundarios. especialmente /2 mu/ltocsda complican el cuadro clinico. produciéndose

una ncumonia severa (8). Las manifestaciones clinicas se hacen menos evidentes al aumentar la
edad de los animales y» pocas sveces se presentan on las cerdas adultas, sin embargo el

microorganismo persiste cn fas hembras josvenes (23)



2.8 LESIONES

2.8.1 MACROSCOPICAS

Las lesiones mactoscopicas comprenden  arcas de  consolidacion piarpura en las  porciones
crancaventrales del pulmon, principalmenic a nivel de Iobulos cardiacos y apicales, claramente

delimitadas de tcjido sano (3, 23).

Iesion observada oy la tumetacciaon grisdcea  de uno o mas lobulillos, los cuales se

La prime
observan higeramente clevados sobre ef contorno de lobulillos normales: al corte ticnen aspecio

I resuma un exudado mucoide

himedo, liso » homogénco. que a la presian Jo! bronguiolo cent

limpio » espesa. poero sr éste o8 opaco o amartdlo andica la presencia de bronguiohus o

bronconcumonta secundaris (23, 27)

En un cstadio posterior la tumelacion grisacea s sustituida por atelectasia, abservandose el tendo
Dado que el proceso no se produce simultaneamente en

rojo. deprimido y Jde consistenaia tirme
irrcpular de lobulillos

ded pulmon s una mescla

todos los lobulillos, ¢l aspecto pencral
ibundante que incluso puede

asicos. Pucde obsenvarse edema

consvlidados junto con olros atele:
llegar a nivcl de ia traquea. [ os ganglios linfancos presentan inthiunacion, hiperemia v edema (23).

2.8.2 MICROSCOPICAS

ia una neumonia broncointersticial asociada a infiltracién de

Al examen MICroscopico se apre

linfocitos en las etapas cromcas (23)

debido ol aumento de las células epiteliales

El cpitelio bronquiat muestra una clara hiperptasi
nucleadas entre Ia membrana basal ¥ la superticie bronguial (neumonia proliferativa): con pérdida

¥y agrupamiento ciliar. Esto aunado a la dilatacion de las glandulas de e submucosa producen un

abundante exudado mucoso (1)

Los septos alvcolares se encuentran engrosados debido a Ia infiltracion abundante de linfocitos v

células plasmaticas. A nivel alveolar se cncuentran macrofagos, algunos neutrofilos, linfocitos s

células plasmaticas (11, 21,23, 27,32)




2.9 DIAGNOSTICO

o sc realiza en hase o las condiciones cpizootioldgicas, signos clinicos,

El diagndstico presun

lesiones macroscopicas ¢ histopatologia ¢ 18, 5

acion a partir de tejido pulmonar o

El diagnastico defimitivo se¢ obtiene por el anslsiniento, wentaf
por la detecoion de anticuerpos ospectticos S embargo osta ultima tase  del diagnastico planten
algunos problemas 13, 25, 50)

El aistamiento Jde M mvopreumaomae es dificll » pucde requerir de tiempo que a menudo s
incompatible con el diagnostico de ruting. Por s parte Las pruchas serologicas en muchos casos no

estan disponibles 3 algunas de cllas presentan problemas de reacaion cruzada con otros

micoplastuas presentes en los cerdos (A Inorfunss s A floccudarey (F, 25)

2.9.1 DIAGNOSTICO SEROLOGICO

El control de esta enformedad, o extremadamente ditiol debsdo en gran parte, a la falts de prucbas
confiables para cl diagnostico. Se han emplemds varas  pruchas serologicas, como la fijacion de
complemento, ia hemoagluninacion andirecta » i prueba de ELISA (ensayo inmunocabsorbente

ligado a cnzima): sin embargo. no estan dispombles en ¢l pais, ya sea porque que no se han

desarrottado o por su alto costo (1, 24, 35, 43, 45,

deteccion de anticuerpos en cerdos

indirectia es adecuada para

La prucba de hemoaglutmacion
infectados eaperimentalmente con grandes dosis de Af Iyopneumonice, pero pucde no ser o
suficientemente  sensitive  para  detectar anticuerpos en cerdos  infectados naturalmente  la
sensibilidad de la prucba de fijacion de complemento es satistfactoria durante fases tempranas, pero

tivos durante fases tardias de la enfermedad por 1o que

algunos cerdos pueden darse como ney

pueden darse diagnosticos falsos negatinvos (1)

La prucba de ELISA ¢s mas sensible que las dos anteriores, ya que detecta titulos de 10 a 32 veces
mas elevados que Jos mas altos titulos detectados por las otras dos prucbas. g diferencia mas

importante entre cstas tres prucbas oy que ELIS A puede detectar anticuerpos  en fases tardias de la
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Gn crueada con Af vorhinis y con AL

enfermedad: sin ecmbargo tiene e inconycniente Jde dar teace

Socculare (1, 36, 45)

3. ENSAYO INMUNOAHBSORBENTE LICADO A FENZIMA  (ELISA).

o uununcabsorbente figado o cnzima) es una de L

El ensayo inmunocnzimatico ELISA (env
técnicas de may or aphicacion ¢n el arca de patclogia ammal. Mochas enfeemedades estan siendo
diagnosticadas mediante esta técnica. obteniéndose en todos 1oy casos resultados muy favorables.

Desde 1976 hasta la fecha se han escrita mas de X00 articulos sobre aplicaciones de este métndo en

la patologia animal (30)

1.as pruchas MMuUBOENZnaticas se caracterizan por ~or altamente sensbles s especiticas  Por otra
parte son facilmentic automatizables 1o que permite que se procesen un alto namero de muestras en
un tiempo relativamente corto Fo L mayoria de sus aplicaciones son comparables » normalmente
SUPCTIOREs €N es10s asPectos o numerosas tectiicas de diagnosnco ¥ a muchas de las técnicas
serologicas  convencionales  mas  sensibles  Ginmunofluorescencia,  inmunoclectroforesis -+
e todas tas clases de

radicinmunoensay o). Otra ventaya os que a trmves de cllas se pueden detect

inmunoglobulinas (7, 24, 29, 30
3.1 ANTECEDENTES

ticis, empezo o desarrollarse con los

S€ CONOCE COMO WECNICas INMUNVCNsim;

Lo que hoy en o
trabajos de Avrameas y U'riel (1966), que conaibieron la idea de marcar antigenos v anticuerpos
con cnzimas para s¢r utitizados en técnicas comecencionales como la inmunodifusion doble.
Wincher y Avrameas (1969, provediceron al niarcadeo de anticuerpos mediante enzimas con la
finalidad de localizar antigenos virales en cortes de tejidos anmmales. Eno el mismo afo Avruncas,
estudio y utilizo el glutaraldehido como agente pucnte para la fijaciéon de proteinas; método que

continia vigente (7, 10)

rando 1os meétodos anteriores, describicron el

Fucron Eqvall (1971 y Perlman (1972) gquicnes, ulr
denominado  método  de ELISA  (Enzime  linked  immunosorbent assayd para titalar

stireno ¢ indicaron

inmunoglobulinas. para ello utilizaron como imnuncab.orbente tubos de poli

que Ia sensibilidad del indétodo era comparable i tos radivimnunoensavos. Van Weemen (1971) y
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Shuurs (1972). unlizaron conjugados antigeno-cnzima y hapteno-cnzima cn casayos serologicos.

Woller y cols. (1974), pusieron a punto la reahizacion del método en microplacas de poliestireno y

sugineron su uso para titular anticuerpos inducdos por enfermedades infec in el afo de

10548,

anunal, concretamente a la

1975 aparecio el primer trabajo de ELISA aphcado a la patologia

deteccion de anticuerpos contra Trichunclla spo ol (40)

3.2 FUNDAMENTOS Y TIPOS

La utilizacion de enzimas como marcadores de antigenos o anticuerpos a provocado que surgan

numerosos metodos inmunoenzimaticos que tenden 3 suplir, o incluso a sustituir cada ves mas, a

Tos métados inmunolomicos que utilizan otros marcadores como  la ainmunofluorescencin o los

radionotopos (30, S1Y

11 principio basico es la reacaion de un antigeno o anticuerpo acoplado en forma covalentc a una

cnzima, de torma gue los conjugados resultintes tengan actividod tanto inmunologica como

enzimatica, con una anbigeno o un anticacrpo smosihizado (e decrr naturalmente asociados o un

teyide o fijados artiticialmente @ seportes) Despues da deteccion de fa ensima con o ayuda de un

sustrato especifivo, produciéndose como pradducto de esa reaccion un color obsenvable a simple

vista o cuanitificable mediante ¢l uso de un espectrofotometro o volorimetro (7. 29, 30, 30, 51).

A

si se puede distinguir dos grupos de metodos ammunocnzimaticos: fas métodos de dosificacion

cuantitativa » jos métados de visualizacion Jdo! complejo antigeno-anticuerpo, »a sea sobre los

tejidos o sobre inprontas de proteina en una laming de nitrocelulosa (30.51)

Los métodos de dosificacion  tmmunocnsimati

permiten Jdosificar con buena  sensibilidad
componentes de interes biologico, fueron descritos por primera vee pars la dosificacion de

antigecnos (51).

stas técnicas sc basan en dos upos de procedimi

1ios 1) Se necesita una fase sohda para
inmovilizar el antigeno o anticuerpo asociado 4 una enzima > permitir asi la evaluscion de fa

actividad enzimatica del complejo antipeno-anticuerpo-ensima,. son las dosificaciones en fase

heterogénca » 2) Un proceso ¢n el que no se ne

ssita ninguna separacion, porque la dosificacion

del complejo antigeno-anticuerpo-cnzima s¢ ctostua directamente en la mezcla de reacciéon y se
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modificada su actividad sersun la extension de  la reaccién  antigeno-anticuerpo;  son las

dosificaciones en fase homogeénea (51).

Estas ultimas gencralmente se utilizan para cuantitficar anticucrpos on contri de sustancias de bajo

peso molecular como drogas (opio, barbituricon s anfetaminas) v niveles terapeuticos de algunos

farmacos (lidocaina » fenobarbizal) (29, 30, 51)

Las dosificaciones en fase heteropenca, se otilizan para medir o defectar sustancias de peso

molecular clevado (del arden de 100 000), focron descritas inaalmente para In dosificacion de
antigenos » rapudamoente se aphcaton parg la dositicacion de anticucrpos 1 analists de la enzima

ligada a un inmuboabsorbente o FLISA corresponde a una dosificacion heterogénea, sin embargo,

el 1érmine tambien s aplica o todas Les dosificaciones que wnhilizan enzimas mareadoras (29, 30,

S1).

s. dependiendo de que

Las técnicas de LLISA se pucden clasificar en competitivas ¥ no competitiva
el antigeno hbre » el antigeno hgado a una cosuna o fjado a unag fase ~olida. compita con un

vitado doe stties actives de antrcucrpos, o depende s antigeno o anticuerpo a medir se

namero
le permite reaccionur €on un exceso Je reactante inmunce (29, 30, 39)

ificar en funcion del reactivo marcado y de la finalidad

Los tipos de ELISA tambicn se pueden ¢l
utitizado (10)

para la que se

do

1) Inmunoreactivo mar
ASAandirecto, ELLISA DAS, ELISA IDAS.

a) Anticuerpo marcadao: ELISA directo
b) Anticuerpo marcado.  ELISA competitivo. ELINA directo

LISA DAS, ELISA IDAS, ELISA

2) Deteccion de antigeno ¥ su cuantificacion: ELISA directo,
competitivo

3) Deteccion de anticucrpos y su cuantificacion: 118\ indirecto. ELISA IDAS.

1dades del mctodo se realizan con la adicion secuencial

En términos gencrales las distintas moda
de una serie de reactivos en las median ctapas de incubacion y lavados (39, 40).



De manera gencral sc describen los métodos directo ¢ indirecto de ELISA.

ELISA directo
Fijacion al soporte msoluble de antigenos espeaificos e incubacion. 2)lavado para climinar
aquchios anugenos fyados deficientemente o no fiyado. 23 Adicion de anticuerpos marcados con

una enzima S los anticuerpos reaccronan von los antigenos  fijados. el complejo quedara

inmovilizado 4 Lavado 5) Adicion de un sustrato sobre ¢l que <ca capaz de actuar s enzima.

Parar la reaccion si se desea » lectura (7, 29, 30)

ELISA indirecto
1) Fyacion de antigenos especiticos para los antcuerpos obgeto de estudio 23 Incubacion y lavado

2 Adwron de antisuere. suero problema o sobrenadante de cultinos celulares Suos

Tcamente con los antigenos fijados 3 Lavado S) Adicion

inmuncglobulinas reaccionaran espevi
de anti-globulinas conjugadas von una cnzuna Faras regccionaran con los anticuerpos especificos
presentes on la ctapa previe » que ya oxtan jados al antigeno 6) Adicion del sustrato especifico

Pevtura (7. 29,3

para la enzima Parar laceacoon sise desea

Esta es la variable del metodo que mas se utiliza actualmente para la deteccion de anticuerpos

I 4 principal ventaga de este metodo os gue se utihizan

especificos en el arca de patologia animal

antiglobulinas “universales™ (producidas €0 riatones, COncjos v Caprinos) conjugadas a enzimas para

detectar anticuerpos, M tanto dstos camo oy antipenos pueden soer estandarizados (7, 309,

ctmente controlado. El uso de un primer anticuerpo y de

n def ensayo es smple y I

La interpretaci
1a antigiobulina da al ensayo mayor senwibilidad en relacion al método dires

to0(7)

ETAPASD

33 ANALISIS DF. LAS DIFERENT!

3.3.1 Union de inmunoreactivos a la fase solid
Los inmunorcactivos (antigeno y anticuerpol se pueden clasticar en solubles o particulados. Entre
los primeros se encuentran fundamentabmente las proteinas. carbobidratos s los acidos nucleicos;

entre los segundos podemos nombrar a las celulas bacterianas completas (7. 29, 40).



cactivos mas utitizados y el método que se utiliea para fijarlas a las

Las p i son los i
fases solidas es  la adsorcién fisica dirccta, sin embargo, en algunos casos este sistema es
inadecuado. Fsto pucde suceder cuando la protein dsorbe débilmente a cralquicra de las fases

sélidas dispunibles o cuando ol grado de desorcion durante las etapas de livado es demasiado
Fn esos €mos s provede a la union

ae i

imponantc que imprda obtener resultados satistactonos

covaicnte de la proteina (S0y

Las fases solidas mas usadas son el poliestirenc, o cloruro de pobivinilo (PVC), naylon.
porma de siicony videnoe 129,

polipropileno. mirocelulosa, celulo
Las microplacas o pocillos sueltos de poliestiteno, ¢ loruro de polivinio (PVC) o polipropileno, son
las mas recomendables porque son facilmente mancpables especiatniente durante los lavados.
Normalmente se utihzan placas rigidas de pohestircno de 9o poctllos. con fomdo plano s una

capacidad de 350 ul por pocillo (7. 29, 39)

n suele realizarse Con aumunoreactivos puaticados, pero en algunos

El tapizado o sensibilizach
casos puede hacerse uso de mmmunoreactivos semipurificados 0 sobrenadantes de cultivo celular

(29.30).

Existe el riesgo de que algunas moléculas de inmunorcaciivo no especifico en solucion se adsorban
reaccion antigeno-

. on Jugar de hacerlo por medio de unc

li fase sohid

inespecificamente

anticuerpo Cuando esta sucede se obsenva un exceso de actin rdad enzimatica y ¢l resultado se vera
falscado. Para e¢vitur al maximo esta fuenie de error, se sucie agregar al medio de reaccion un
“%) para que compita por 10s sitios de union inespecificos en

exceso de una proteina inerte (0.1 a
izn seroalbimina bovina, suero enlero » gelatinas entre

la fase solida. Para este proposito se ut
otras (7. 40).

Estas mismas tambidén se utilizan como agentes bloqucadores de los sitios activas de la superficie
que no fueron ocupados por el inmunoreactivoe ¢n fase ~solida; tambidn e< necesario agregarias al

medio de reaccion para que bloqueen [os sitios que pucdan quedar libres por ¢l arrastre durante o
al imedio de reaccion un detergente no ionico

desarrollo de Ia prucba. También es necesario atadic
(usualmente Tween 20 al 0.05%%). que también evita fas uniones incspecificias porque, aunque no se
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se wdlida. Por esta razon se te utilize en el procesa

fija, impide que macromoléculas se fijen a la

de lavado después de cada reaccion para eliminar el exceso de inmunorcactivos (7, 39, 10).

ante  incubacidén cn una solucion

as  sucle realizarse mecd

La ucion  de  inmunoglobul
amortiguadora de carbonatos a pH 9 6 durante unas horas 4 35 0 317 °C o durante 16 a 23 horas a

tanto que la adsorcian de antigeno s un proceso mas delicado que hay que experimentar
wirse en una solucivn amoniguadora

4 C.
con cada tipo Jde antigeno. Basi

rente, cf antigeno sucle <

37" C 016 a 24 hotas a 47 C (29)

de carbonato pll 9.6 3y scincuba de 2 a 5 horas o

33.2 P'roceso de Javado

realiza corrcetamente pucde  disminuir

Y4 que s no s

fe Proceso €5 oy importants,
d oy la reproductividad de Ia tecnica.

Si este no es suficiente,

enormemente la especificid
aparcceran resultados excesivamente altos, debido a ta presenca de inmunoreactivos inespecificos

la fase solida: pero si son excesinvos, pueden dar lugar a arrastre

que pueden quedar unidos
(debido a la reversibilidad de las reacciones) tanto del reactivo unrdo a la fase solida como det

riazon vs recomendable  utilizar métodos  bien

complejo  antigeno-anticuerpo. Por estl

estandarizados ¥ repetirfos siempre sgual para gue tas perdidas por arrastre sean similares en todas
las muestras (29, 30)

El equipo utilizado para lavar microplacas de materiales plisticos puede variar desde un  frasco

lavador o un deposito elevado  provisto de una sahida maltiple, hasta equipos automatizados.

También puede cfectuarse con aspiracion previa de los reactivos mediante vacio, o por simple

arrastre de [os reactivos sobrantes directamente al realizar el lavado (40)

3.3.3 Enzima y conjugado.

acion dudo por la enzima, o sea la formacion de

La sensibilidad depende det efecto de ampliti
Cno-anticucrpo-cnsima (-30).

moléculas del sustrato por el complcjo antig

cilmente con el antigeno o anticuerpo y no debe tener actividad similar
nte y de faci

L.a enzima debe de unirse
a éstos cn Ia fase sélida. Debe tener un sustrato cromogénico o fluorogénico conve

preparacion (51).
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Las cnzimas mas utilizadas son: 1a peroxidasa {(extraida del rdbano pi ) Jcali
{extraida de intestinos de terneras o de £ coli), Ia glucosa oxidasa (extraida del Aspergilius niger)

¥y 1a B-galactosidasa (extraida de £ colt) (29, 51).

Para cada una dc cstas enzimas se¢ han cstudiado varios sustratos. El principal requerimiento para

4stos, es que ofresc un Eteoxd ble de deteccion., Se menciona el uso de sustratos

S los cuales inicial carccen de color y cuando se degradan mucstran un color

intenso. Debe ser baruto, seguro y facil de usar (7, 51)

En las técnicas inmunoenzimaiticas se utilizan anticuerpos purificados pr i de imal

hiperinmunizados, liquido de ascitis o sobrenadantes de cultivos en caso de  anticuerpos
monoclonales. Ll conjugado enzimalico sc prepara por 1a unién covalente de la enzima con et
anticuerpo o antigeno. Las técnicas disponiblies para Hevar a cabo este proceso de acoplamiento son
muy variadas. La mas utilizada es la reaccion con  glutaraldcehido; en la que dos moldculas con
grupos amino libres pucden unirse a través de su reaccion con los dos grupas carbonilo de éste

s1).

Para este fin también sc pucde utilizar ¢! peryodato de sodio y la p-benzoquinona. El primero de

éstos sc¢ ha uti

zado para acoplar la peroxidasa a anticuerpos. basandose en ¢l hecho de que esta
enzima tiene pocos grupos aminados, pero es una glucoproteina con ¢! 18% de aricares, que el
peryodato puede oxidar a grupos aldchido activos, éstos pueden reaccionar con los grupos
(7,40, 50).

s de un i po afiadido d
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1. ORJETIVOS

2.1 OBJETIVO GENERAL:
Ensayar una prucba scrolégica

de ELISA para el di Osti 15gi de Af) Z

tyopreumonise.

2.2 ORJETIVOS PARTICULARES:

2.2.1 Ensayar la prucba de ELISA Tween 20 desarrolada en la Coordinacién de Posgrado de la

Facultad de Estudios Supcriores Cuautitlan de la UNAM con muestra de campo.

2.2.2 Validar Ia prucba a través dcl anilisis comparativo de los resultados obtenidos por ésta con

di. dos con una prucha comercial de ELISA.

sueros pr
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1. MATERIAL ¥V METODOS

Este trabajo sc realizd en los laboratorios de la Coordinacion de Estudios de Posgrado de la

Facultad de Estudios Superiores Cuautitlan y fue parcialmente financiado por el proyecto PADEP
100302.

3.1 MATERIAL

and Perny 1993 No. Cat. 546200) que conticne las siguientes

1. KIT ELISA mate KPL' (Kichr,

soluciones:
a) Solucidn amortiguadora de recubrimicnio concentrada
b) Solucion BSA diluyente bloqueadora concentrada

<) Solucion de s ado concentrada

) Sustrato de perosidasa ABTS

1) Sustrato de peroxidasa
2) Sustrato de perovidasis solucion B
<) Soltucion inhibidors de peroeidasa concenisada
2. Conjugado anti-IgG porcing peronidasa® (Ssema, Inmunochemicals No. cat. A-9417).
3. Antigeno Tween 20 de A Incopmewmoniae claborado en Is FES-C, por Cruz Sinchez y col. a
partir de unu copa arnslada de pulmon purcino, en base al método de Nicolet (1980) modificado por

los autores.
4. Microplacas de poliestireno de 96 pozos de 350 pl «Nuclon®).
5. Espectrofotometro (Bekman DV-63)

6. Material suplementario

7. Sucros.

a) Sucros problemas: 256 sucros

Michoacan; remitidos al laboratorio especializado No. 6 para
de los cnales &1 fueron

provenientes de granjas porcinas ubicadas en la Piedad
diagnaostico de Neumonia Enzootica

(donados por ¢l Q.F B. Abhraham Massa) sometidos a diagnostico

serologico de Neumonia Ensodtica por una prucha comercial de EIISA ( 28 positivos ¥ 53

negativos ).
b) Sueros control: como control pasitine se utilizd suero hiper dec AL Avor i qQue
fue obtenido de un cerdo SPF inoculado de acuerdo a4 un esquema modificado por Young v Ross
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tiv o se utilizd sucro de cerdo SPF (donado por

(1987). producido por Cruz » col. Como control ne;
la Dra. Mendaoza E)

* AMARCA RY.

n FRADA

32 METODO

En el presente trahajo se empled ¢l método indirecto del enssyo inmunocnszimatico de
C P Hemandes G F. y col. (1995) denominado por éstas Prucba

5-C.

segin Cruz, $.T.. Agwlers

ISA Tween 20, desarrollada en fa C oordinacion General de Bstudios de Posgrado de la B

en la que se utilizo para su desarrollo los reactivos y el mictodo andirecto de ELISA para la

deteccion de anticucrpos sugeridos por ¢l Kt comercial Mivrowell ELISAmate for Peroxidase

Conjugate KPL sy clantigeno de Af nopncrmomae Taween 20 (1993 desarroblado por fas mismos
autores, Mismas que tucron utilizados pars el desartollo de este trabago Las condicianes del ensayo

~e determunaron pres

nente » son la sigwentes

Antigeno de recubrimiento: (Antigeno Tween 203 100 ul con 20 ng de proteina a cada pozo.
Ticmpo de incubacidon: 18 a 24 horas . 4°C

“Muoaza: dilucion 1 100 Liempo de incubacion 1 hora a temperatura ambiente

Dilucion del conjupado anti-leG porcina 1 2000 Diempo de ancubacion 1 hora 4 tempueratura
ambicnte

‘Lectura de absorbancia a 405 nm

‘Interpretacion de Resuhtados: En este trabuajo se considerd una muestra como positiva, las

absorbancias mayores de 0 803, 3 comu negativas las absorbandias menores de 0,625

El total de las muestras se dividio en dos grupos. Iin el grupo A se incluyeron B1 sucros cuyo
resultado a prueba comercial de EELISA se conoce; siendo 53 negalivos (stbprupo 1) y 28 positivos
(subgrupo 2). La comparacion de los resultados obtenidos  por ambas prucbas, se realizd a través

de la prucba cstadistica x7; se obtuvo el porcentaje de resultados iguales en ambas prucbas » sc

determind Ia sens idad y especificidad de la pruchs ELISA Tween 20 en relacion a la prueba

comercial & teavés del siguiente esquen
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Determinacion de la sensibilidad y especificidad comparativa,

PRUEBA COMERCIAL
20 POSITIVO INEGATIVO

- .
) o oA A ¢ i

NEGATIVO . B : B~

Donde A + B+ C + D = numero de diagnasticos efectuados con ambas técnicas.
Sensibilidad comparada = A/ A + Bx 100
Especificidad comparada = D /C + D x 100
S= A/A+B x 100

2= 1Y DC 8 100

grupo I3 o constitusen fos 175 sucros roestantes, de los cuales se obtuvo el porcentaje de

E

positivos,

negativos v sospechosos, 1a media v 1a desviacion estandar de las absorbancias registradas.

Preparacion de reactivos

1. Sc preparan el mismo dia que sc van a utidizar,

2. Los velamences mencionados estin calculados para una placa de 96 pozos.

3. Solucién amortiguadora de recubrimiento: mesclar 1 mi de 1a solucion concentrada y 9 m) de
agua desionizada

4. Solucion BSA  dituyente blogqueadora: mezcetlar 5 ml de 1a sotucion concentrada y 45 mi de agua
desionizada

5. Solucién de lavado: mesclar 15 ml de la solucion concentrada ¥ 285 ml de agua desionizada.

6. Sustrato de peroxidasa ABTS: mesclar 5 ml de la solucién de ABTS concentrada y 5 ml de a
solucién de peroxidasa B.

7. Dilucion de los sueros de trabajo:  los sucros se diluyen en la soluciéon amortiguadora de

recubrimiento

Procedimicnto de Javado.
Los lavados sc realizan después de adicionar ¢l suecro (anticuerpo primario) y ¢l conjugado

(anticucrpo sccundario).




1. Sc liena cada poszo con la solucidn de lavado

2. Vaciar la placa por inversion rapida de la misma.

tcla absorbente e

3. Retirar los residuos sobre una toalla de papel o

4. Repetir el proceso de 3 a S veves

Ensayo ELISA indirccto para Ia detecciéon de anticuerpos.

Seasibilizado o tapizado.
1. Poncr 100 pu! de 12 solucian de recubnimiento a cada poso

2 Incubar 18 4 24 horas a 2°C.

3. Vaciar la placa para clitninar residuos por inversion rapida de la misma,

3. Agregar 300 il de la solucion HSA diluyente bloqueadora a cada pozo.

5. Dejur reacctonar 30 minutos.

Aplicacion de muestras ( Anticucrpo primario)
1. Se apregan 100 ul del suero diluido on la solucion amontiguadors de recubrimiento (1:100).

2. 8c deju reaccionar 1 hora a temperatura ambiente
3. Vaciar la placa para descchar el iquido excedente

4. Lasado (ver antes)

Aplicacion del conjugado (anticuerpo secundario).

El conjugado sc dituye en fa solucion BSA diluy ente bloqueadora (1:2000).
1. Sc agregan 100 ul a cada pozo

2. Sc deja reaccionar | hora a temperatura ambicnte.

3. Lavado (ver antes).

Aplicacion del sustrato,
1. Poner 100 ul de la solucion de sustrato i cada posoe

2. Se deja reaccionar durante 15 minutos ]
3. Se agregan 300 ul de la solucion inhibidora de peroxidasa a cada pozo.

4. Registrar 1a absorbancia a 405 nm cn ¢l espectrofotometra
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IV. RESULTADOS

En cl grupo A se¢ obtuvicron los siguientes resultados. 44 sucros negativos. 30 positives y 7

sospechosos considerando la totalidad de los sueros analizados. En la tabla 4.1 se registran las

absorbancias obtenidas 3 el resultade
para ] total de sucros de este grupo es de 72 83%6 (S9/81) Tabla 4.2 El resultado a la

comparative de wnhas  pruchas. £l porcentaje de
coincidencin
prucba x° se muestra en ta tabla 4.3 donde se puede apreciar que oo existe diferencia entre ambas
prucbas (los resultados caracterizados come sospechosos ¢ loman como negalivos, yit que No sc
esperaban oste tipo de resultados) Se obtuvoe una espeaticidad de) 79.59°0 y una scnsibilidad del
BO0% comparativas 3 s¢ mucstra en la tabla 4 3

Para el subgrupo 1 se obtuvicron los sipumentes resubtados 39 negatvos, 10 positivos vy -3

sospechosos y para el subgrupo 2 se obtuvieron 5 nepativos, 20 positivos 3y 3 sospechosos. el
porcentaje de coincidencia para el subgrupo | ey de T3 58%6 (19/53) 3 para el subprupo 2 cs de

71.42%0 (20728), tabla 3.2 (en este caso e excluyeron 1os resultados sospechosos)

Los resuftados del grupo B fucron 68 negativos (35.85%0) con un promedio de absorbancia de
0.294 (S .177 ) 92 positinos (52.57%) con un promedio de absorbancia de 1.237 (SD .319), y 15
sospechosos (8.5%3) con un promedio de absorbancia de 713 (SD .047) En las tablas 4.5, 4.6. y
4.7 se registran las absorbancias obtenidas para cada tpo de resuttado y en la tabla 4.8, se registran

los porcentajes y ¢l promedio de absorbancias obtenidas para cada caso.



Tabla 4.1. Grupo A. Registro de los  valores de absorbancia obtenidas y el resultado para ambas

prucbas

Suerc No ELISA T 20 Pba comero

i S “
. . B . - . I
: N T i
; £ - R
ki - - i
s . e Ty
4 B
10 . - }
11 . ) S
32 - . B o
{ 13 - <
Y s -
) -
i b o
T C.571 -
©0.731 ; s
T Tl EeTT .
1 o . N -
o N
! ot .
o -
- A—n—» PR .- ..

locoono




CONTINUACION 1abla 4.}

- +

e e e
- <+
. - !
- < 1
- -+
& T '}'
- !
-
-
s

i
i
¥
i

ool

LR N ERE

29



30

Tabla 4 2. Grupo A. Resultados obtenidos por L prucba de E1 ISA Tween 20 para los subgrupos |

¥ 2 Porcemaje de comncidencia por subgrupo s en penceeal

ELISA TWEEN 20

] Saupeehono

Pba o
rcomercial

{Negat ivo ) 3G 1o 4
(53

fPosit:vo 5 ’ 20 3
;28 . . .

‘Total (81} a4 30 7

Tabla 4.3 Resultado de la prucba x°

S POSit:ivO E 0.148
‘Negative 5 - 2 ) 4 Ton.0vée
f@bzaz ' 81 ’ el n i 6.2z
DECISION: no existe diferencia entre las prachas
G

Tabla -t 4 Determinacion de Ta sensibilidad » espeaficidad comparativa.

ELISA TWEEN 20 NEGATIVO

"POSITIVO
NEGATIVOQ

|
|
‘
i

Siendo A + B+ C +» D Namero de diagnashcns efectundos con ambas téenicas.
Sensibilidad comparada 2072045 ¢ Py

Especificidad comparada - 397 100639 - 79 392,



Tabtu 2.5 Resulutdos del grupo 3. Registro de Absorhancias caracterizadas como negativas
Q.29

0.147
0. 180 ;

0.127
0.183
0.3HY

J .

1 ) .
2

1

i

i

i

i

cterizadas  como positivas, Grupo i
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Tabla 4.7 Registro de absorvancias caracterizadas
como sospechosas. Grupo B

TABILA 4.8 Porcentaje dce los resultados obtenidos para el grupo B y promedio de las absorbancias.
POSITIVOS NEGATIVOS SOSPECHOSOS

i NUMERO

TPORCENTAJE
J S—

{MEDTA-

{ABSORBANCIA. - U
DESVIACIOL 0.177

LESTANDAR. . -

o e e 1 4 A i e S 4 o e
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V. DISCUSION

ponentes quce juegsn un importsnte papel cn el desarrollo de la

Se sabe que existen factores pre
Neumonia Eazodtica. Pcro la ditusion del Af /nopncumoniae no ha sido adecuadamente definida;
en la que los cerdos sc infectan  bajo diferentes

particularmente en lo que respecta o la cdad
cion se debe, on parte; a la escases

esquemas de explotascion en nuestro pais. Esta falta Jde infornn
de prucbas suficientemente sensibles s especitivas para detectar a presencia del AL i opnetanoniae

en cordos vivos (33)

irado diferentes prucbas, como L tiacion de complemento, hemaglutinacion indirect

Se¢ han w
aglutinacion en tubo, aglutinacion en latex; sin embargo, Tos resultados obtenidos por cstas prucbhas

a menudo son dificiles de interpretar v adenias exnsten cuestionamicntos sobre su sensibitidad »

especificidad, hmitando su valor como herramientas epidemiologicas (1, 13, 28 33, 35).

Pesc a su cnorme impacto cconomico, la Neumonta Enzodotica es una entidad patoldgica poco
wndostico cn by masoria de los casos, solo se reafiza a trasdé

ada en nuestro pais, donde e
s de los siznos chincos s Lis Testones posniortem, s gie no se disponen de otro tipo de

del an:ilis

métodos de diagndstico. Ante tal problematica on la Facultad de Fstudios Superores Cuautitlan fue
creado ¢l programa “Inmunodiagnostico de la Neumonia Enzodrica™ Como parte de cste proyecto
se desarrolld [a prucba de ELISA Tween 20, la cual se plantea comao una alternativa viable para ¢l

ario de osta entermedad. El presente trabajo constituy e una fase experrmental del

o ru

diagndsti
desarrollo de dicha pruch:

dad y que puede scr

Bruggman (1977) propuso una prucba de ELLISA, que ofrece mayor sensibi
midiendo la respuesta inmunc cn

una posibilidad para monitorear el desarrollo de la infeccion.
Sin embargo, a senvbitidad del método depende del uso

nar reaccionces

animalcs bajo condiciones comcrciales,
catidad, los cuales no deben

de antigenos de bucna revelar dudas u ori

inespecificas (5).

*. donde se

El analisis comparativo de los resultado oblenidos a través de la prueba estadistica de g
as amalizada del grupo AL revela que no existe diferencia

las muest

consideraron lo tolidad de

entre los resultado de ambas pruchas, en
parte de casos no confirmados por otros metodos de diagnastico, de tal mancra que se Toma como

Cste punto es necesario considerar, que esta valaracidn
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indicador los resultado dados por It prucha comercasl 3 que oste anidlisis sola permite inferir que

erve resultados aproximadamente iguales a los que se

por la prucbas LLISA Tween 20 pueden obte
obtiencn por a pructa comercial, sin embargo os necesano valorarls corrobaranda los resultadaos

con otros metados de diagnostico, para determunar la senwmbilidad 3y espeaitcidad reales de {a

prucba.

También cs necesario senalar gque en la prucha e | LISA Puween 20 se obtuvieron resultado

caracterizados como sospechose para el prupo AL misiios que no tueron seportados por la prucha

comercial, I que ve atnbese o los diferentes vriderios Jdeanteepretacion empleados ¢n cada una de
las prucbas, de tal manery que este hipo de reaultados e considenaran como negatives, 33 que con

tivadad e esta manera se requicre de

un nivel de corte mayor estos caen dentro del rango de ne

e de este Upo de resultados

PIOCISAr MEOT en1C Criternio. va que goada un Bnplhio maracn pata qu

Una caracteristica importante del metodo FLISA oy wu el do cofte precise, o decir, Ly propredad

de discriminar entre resultado posites o v negalives de muaners precesa (7)

sty mMisma prucba camercial y encontrd

(26} Sin

Por otra parte 1 evonen (1994) probo 1a espectficidad de

reaccion cruzada con A Inorkions, de tal mancra que pucde sor telativamente inespeciti
embargo, cl namero de muestras utibizadas para ¢l anabise comparative pucde ser relativamente

: reyquiere Jdel analisis de an mayor numero de

pequeiity Y para emitir un juicio mas valedera -

muestras

Por otra partc ¢l analisis comparativo del resuttado e cada muestra en particular a traveés del

A determinacion de hs especiticidad y sensitibdad comparativas

porcentaje de coincidencia s
muestra que existen diterencias en los resaltades obtemdos por ambos metodos, Quiza la
diferencias se explique por que en ambos metodos se utitizan diferentes preparaciones antigénicas.

ciom. factores que

cado asi como diterentes cnitenios de interpret

diluciones de suero » conjug
podrian conducir a que los resuttados no scan concordantes stas condiciones son desconocidas en

¢l caso de la prucha comercial, lo cual himita el anilisis a la simple comparacion de resultados

Estas diferencias. podrian deberse a la presencii de reaccianes inespecificas presentes en el sistema

1 cruzada entre ¢l

de identificacion de anticuerpos especificos, cutre bas que se mncluse la reace
antigeno Tween 20y anticuerpos de otros micoplasinas presentes en Jos cerdos, principalmente A7

hyorhinis y M flocculare (1)
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dos. No basta

idn dec los r

Por otra parie la confiabilidad s un punto clave para la intery
i T comeo pasi

sdlo con probar que ol método diagnostica correctarn
arla en condiciones Jde campo y averiguar que los rosultados

sino también ¢» necesario, ensay
Fatn comparacion ey & veces difictl. ya que las prucbas

vas O ncgativas,

obtenidos concucrdan con ia realidad
munoenzimaticas son las mas sensibles, v dos metodos disponibles para ol diagnostico de la

Neumonia Ensootica plantcan algunos problemas: por una parte, requicren Je ticmpo o po estin
disponibles Con el objeta de simphificar el desarrollo de la prucha ELISA Tween 20 se determind
establecer la comparacron con los resultados abtenidos por arta prucha cormercial disponible cn el

pais, que se supone da resultados contiables y sus andices de sensibiindad s especificidad son

elevados.

Bruggman » Armstrong (1977) describen una pructa de ELISAL en la que utilizan antigeno
solubilizado con SDS. por su parte N let ¢ 1980, cribe la preparacion de un antigeno de AL
tyopneumoniae que conticne proteinas seleccionadias, despues del tatamiento de las celulas con un

detergente neutro, ¢ Tween 20; 3 1o compara con un preparado antipénico de célulias completas,

detenmmande que exte da fos mejoures resultados BE Tween 24 nene b capacrdad de solubiicar las
aquciliss que estan expuestas ~obre o superficie

proteinas de membrana selectnamente, ¢n espedid
de la célula, mismus que se suponen son las mas anbigencas en of trunscurso de la infeccion: en
comparacion con ef SDS que es menos selecting Fliratamicento de fas células con el Tween 20 dio
los mejores resultados, pero fas reacciones inespeciticas no se cluminaron por completo (34)

Los componientes gue producen estas reacciones no  han sido estudiados  suficientemente:
observaciones hechas con preparacionces sonicadas suicren gque algunos componenies celularces
internos, como los acidos nucicicoy s posiblemente ribosomas, pueden intervenir con las reacciones

serolégicas (3+4)
Por su parte Karsama (1989). describe sarios métodos para e obtencion de antigenos de Af

tyvpneumoniae para ser utilizados en Ia prucha de ELISA con o fin de detectar anticuerpoes
que ¢l

especificos contra AL /nopnewmonide asi como las propicdades de dstos y deterinina

antigeno obtenido a partir de células tratadas con Tween 20 sometide a columna cromatogrifica
obtenido de manera

con Sephacril S-300, fue supcrior ¢n cuamo a su reactividad al antigeno
similar pecro sometido a cromatogratia en columna con Sephadex G-25 y el antigeno lipidico (24).
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sc determiné que los dos primeros

E! mismo autor a través de la electroforesis SDS-PAG
13 ¥ 25 bandas respectiv . b decar ¢l antigeno $-300 presenta 11 bandas

antigenos
menos en relacion al antigeno producido por Nicolet, o cual sugiere que éste se purifico mejor.
SDS-PAGE. despues de someter su preparacion antigénici

Este altimo investigador a su vez con L
a cromatogratia con scphades G25, encontré 6 bandas menas, en comparacion ¢on un antigeno

fas con SDS. chiminanduse alpunas proteinas de peso molecular 30

preparado con células solubili

hd (24).

Young (1987), utiliza la inmunotransterencia para evaluar la respuesta de anticuerpos con células

EIOS COmMO City O

tatdo

de AL mvopneumaoniae solubilizadas con SDS, dete Atcuerpos para S antig

genos con pesos moleculares

pesos moleculares se estimaron en 110, 63, S0, 21 1 36 hd Los ani

i cruzada con sucro lepermmune de Af flocoadare, mientras que el

de 110, 64 5 A1 dicron reace
de 36 daltons cruso con A fnorfuns, solo b de T hd no dio reaccion cruzada. Tambicn
determing que cl uso de célubas completas da reacaion cruzada entre antigenos preparados a partir
de A hyvopneumoniae y A floceudare, o cual mdica que wnbos comparten alpunos antigenos, lo

Que probablemente da origen 4 reacciones inespecificas (53

Las preparaciones antsgenicas, pucden ostar contaminadas por constituyentes del suero o del medio
de cultivo, la SDS-PAGL, detecta algunas bandas sumilares o las presentes en ¢l sucro » medio de

La union aparente detectada por inmunotranterencia entre el Af Inopncumaomae y algunos

componentes del suero aparentemente da orsgen a reaceiones inespecificas (53).

ILISA indica reaccion cruzada significativa cntre M

Freeman (1984) 2 travis de una prucha de
yopricumoniae y M flocculure, cuando ¢l sueeo hipetinmunce de ambos tuc probado con antigeno
ANISMOS patépenos o o con

de M. hyopneumonic. Finalinente no se sabe si existan otros microor,

determinantes antigénicos similares al Af Mvopncrumontac ¢17)

Debido a su alta sensibilidad en la 1é ca de ELISA no oy imprescindible utilizar antigenos

purificados, ya que incluso con antigenos semipuriticados se pueden obtencer resultados superiores
a los que se obtendrian con otras técnicas ~crologicas comvencionales. No obstante cuanto mayor

cnon, mcjor setan fos indices de especificidad v repetibitidad de

sea el grado de purcza de los antiy
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los resultados, evitindose by obtencion de resultados falwos positivos (40). En base a o anterior un

proceso de purificacion adicional del Antigeno Tween 20 requicre ser evaluado.

En cuanto a la condiciones del ensaso que podran ser tactores que expliquen las diferencias en los

resultados obtenidos se mencionan las siguicntes. Con frecuencia se comete el crror de usar

jente

cantidades inapropiadas de antigeno (o anticucrpo) para tapizar las placas. debido a defi

titulacién, perdida de titulo o ailculo erronco de la cuntidad necesan t:n estos casos la proteing

no cubrird la totalidad de la supertic

e del pocille s en los huecas se podrian producir fijaciones

inespec

icus (30)

Por otra parte los parametros fisicoquimicos fundamentales que han de tenerse en cuenta en la

adsorcion de o protesna en Ly tase sohda. son by oestabibdad resaltante de la union y la

concentracion optima de la proteina a adsorber Ta estabihidad Jdepende de la energia de la vnion
entre los sitius activos de la superficie del matertal & las repiones de fas moléculas de proteina

responsables de la interaccion con ellos (%)

Su importancia reside en que la perdida de proteina derante las diferentes ctapas del ensaya s Ia

influencia que sobre clls gjerzan tas condiciones expenmentales, pueden afectar profundamente la

sensibilidad, ta precision ¥ 1a exactitud de la técrica {a concentracion optima de ia proteina surge

de 1a necesidad de usar la concentracion optuna para fograr o maxima sensibilidad 3 ¢l riesgo de

que una concentra

On excesiva produs

interacaiones protina-proting, en fugar de ta interaceion

proteina-superfi

© que por ser s debules pucden romperse a o largo del ensayo (40)

También es necesario considerar, como se indi

anteriormente,  que existe el riesgo de que

algunas moléculas de inmunorreactive no especitico vn solucion se adsorban a la fase solid,

en
tugar de hacerlo por medio de una reacaion antigeono-anticuerpoe Cuando esto sucede el resultado se
verd falseado y se observara un fuerte exceso de actividad enzimitica en la fase sotida respecto a lo
que corresponde a la concentracion real del inmunorscactivo evpecifico de la mue~tra. Hn relacion a
las muestras de suero. os recomendable que este se obtenga To mas rapido posible ¥ conservarlo en

congelacion de inmediato hasta su uso. Cuando el sucro e descongela, la I

i es muy estableca 4° C
¥ s¢ pucde mantener por periados muy largos, aenpre v ocuando ne se contamine . Noooes
recomendable la prictica de congelarfo y descongelarlo repetidas veces, por que los anticuerpos

puceden desnaturalizarse y provocar baja en los titulos (30). Situacion que se presentd con las
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muestrn utilizadas para rcalizar cste trabajo, las cuales fueron remitidas por via de una empresa

comercial de mensajeria en condiciones no optimas

Otra posible causa de problemas del mdtodos ey atribuible al conjugado. ya sea por deficiente

o inmunologica Bl ouso del conjugado en dosis

titulacion. pérdida de actividad enzimatica
supernores a b optuma. puede imphicar L aparicon de resultados Falvos positivos, v en dosis bajas

puede producir resultados fulsos negativos (7)

Finalmente una fucnte de orror posible se reticre al proceso de lavado, principatimente después de

incubar of conjugado. Sicste ey deficiente da origen a reacciones inespecificas

En cuanto a los resultados e grupo T4 que consiste de 175 muestras de suero, indican que el Af
A2 AT fucron diagnosticados coma

ditundide s ogue of
stradas pucden

Invopricumaoniae esta ampliamente

positivos, segun ¢l criterro de interpretacion utshizado Por ot das absorbancias re

senvir de hase para futuras svaloraciones de {a pruchs BEILISA ween 20, ya que son muestras de

campo

ca e, en prmer Jugar,  obtener el diagnostico

seralo
» detectar por o menos un positivo eatre un grupo de
ideracion el andlisis

El objetivo primario de una prucha
especifico de un microorganismo dado

individuos (31). En base a esto la prucba ELISA Tween
comparativo de 1os resultados del grupo A, asi como los resultados de sucros provenientes de unas
la que se reporta que la Neumonia Ensootica esta prescente,

20. tomando en con

zona de alta produccion porcina y en

grupo B, indican que ¢l metodo cumple con este objetivo
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VI. CONCLUSIONES

Si bien el uso dec la prueba ELISA Twcen 20 pueden ciestamente contribuir a la investigacién
Enzodtica y o traves Jde ¢ésta oblener una mejor compiension de el

dad, requicre de una valoracion mas completa antes de ofreceria como

iogica de la N

o de esta enfer
proeba de diagnastico, sin embargo, ticne la ventaja de ser desarvoliada en el pais, io que la hace

mas prometcdora.

En base a los resultado obtenidos y of andlisis de los mismos se concluye la siguiente:
1.- La prueba de x? indica que no existe diferencia entre los resultados entre ambas prucbas. lo
que plantea fa posibilidad de que ambas mdétodos sean igualmente confiables en condiciones de

campo.
y del 79.59%

del 80%

2.- Se¢ obtuvo una sensibilidad y peciticidad
respectivamente. La diferencia entre los resultados sc atribuye 3 reacciones inespecificas, en ias

que s¢ incluyen posibles reacciones cruzadas de o prucba ELAISA Tween 20.

3.- Los resultados totales para ambas prucbas coinciden on un 72.83 %. Lo que establece
difesencias entre ambos métodos: sin embargo. ls comparacion sélo se limita al diagnéstico
serolégico. de tal mancea que fos resultados no son concluyentes, Se¢ requicre por Jo tanto una
valoracion en la que ef diagndstico serologico sex corroborado con otros métodos de diagndstico

para el Mycopl hvopne

4.- E | antigeno Tween 20 requieren de una valoracion mas completa: en la que se incluya un

proceso de purificacion adicional. Las condiciones del ensayo requicren de mads cnsayos para

confirmaras O cn su caso, ajustarlas.

5.~ Ef criterio de interpretacion para fa prucba ELISA Tweea 20 requiere de una revaloracién
resuliados pech il ién que no

porque deja un amplio margen para que sc pr
es compatible con las caracteristicas de o método FIISA,

ESTA TESIS MO DEBE
SALR DE 1A BIBLIGFECA
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6.~ A través del diagnostico por la prucbha ELISA Tween 20 se d que la N i

Enzodtica es una enfermedad de amplia distribucion en nuestro medio, ya que sec diagnosticaron

como pasitivas el $2.57% mucestras de campo.
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