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RESUMEN

Dentro de las enfermedades gque afectan al ganado porcino se encuenira g
Neumonia Enzodtica a ia gue se le considera como una enfermedad infecto
coniagiosa, de cardcter crénico vy que ocasiona pérdidas econdmicas
considerables, pues en general la morbilidad es alta e involucra a individuos
dvenes y adulfes. Clinicamente as imperceptible {flo que favorece su
diseminacion provocando enzootias). Las lesiones que provoca se localizan en los
pulmones, en los l0bulos apical y cardiaco, con una coloracién gris purplrea;

histolbgicamente se da una hiperplasia finfoide.

El agente causal de la enfermedad es el Mycoplasma  hyopneumoniae; en
general los micoplasmas son organismos cuyo aislamiento y crecimiento en el
laboratorio es muy laboriose v complicado, impidiende con ellc que ef
diagnéstico de la enfermedad se de por métedos fradicionales {aislamiento y
pruebas bioguimicas). Actualmenie se han implementande técnicas seroldgicas

e inmunohistolégicas {inmunoflucrescencia;) para su diagnéstico.

La findlidad de este irabajo fue el adaptar o desarroliar una prueba de
inmunoperoxidasa indirecta como método de diagndstico para dicho
padecimienio y evaluara frente a poblaciones de animales sanos y enfermos
deteminadas baio la conjuncidon de varios par@metros (signos, caracterisficas
histologicas de las lesiones, aislamienfo y prueba de inhibicidn del crecimienio) y
fambién, comparar tos resuitados y la metodologia de ella con la de la prueba de
inmunofluorescencia directa {reconocida como prueba diagndstica para la
enfermedad]).

De los resuliados que se obtuvieron entre ias pruebas de inmunoflurescencia
drecta e inmunoperoxidasa indirecta con respecto a la de inhibicidn de

crecimiento, no existe diferencia entre tos resultados que de cada una de ellas se



obiuvieron. La prueba de inmunoperoxidasa indirecta obtuve una sensibilidad de
97.56% y una especiicidad de 80.00% concluyendo que puede s&r una
aliernativa en el diagndstico de la Neumonia Enzodlica puesio gue es undg

prueba poco laboeriosa v confiable ya que sus resultados sen reproducibles.



! INTRODUCCION

1.1 NEUMONIA ENZCOTICA

La Neumonia Enzodtica {N. B} es una enfermedad centro de diferentes estudios,
tanto por et cuadro clinico gue provoca come por las consecuencias productivas
o zootécnicas que conlleva {principalmenie g baja en la calidad del producio
final y pérdidas econdmicas). Se fiene conocimiento de su existencia desde hace
aproximadamente 100 afios, se comenzd g estudiar deltenidamente enfre los
afios de 1931 y 1950, siendoe hasta el afo de 1965 cuando se logrd aislar vy
caracterizar a su agente causal, €l Mycoplasma hyopneumoniae {M. h.j, mismo
que pertenece a la Clase de los Mollicutes (Cuadros 1y 2} y cuyas caracteristicas
bioldgicas han representado un problema para el diagndstice de la enfermedad
(29, 55, 60).

La N. E. es una enfermedad comin entre el ganado porcino. A nivel mundial, se
ha reportado que de un 85% a un 95% de los animales la padecen en algin
momento de su vida y de estos hasta un 70% presenia lesiones que se pueden
apreciar ai sacrificio, esto Glfimo depende de la edad en que cada animal quedd
infectado y el fiempo que le llevd recuperarse, sin embargo, no es causa de
mortaiidad {3, 29}.

Econdmicamenie es imporiante ya que estd asociada ai retardoe en el
crecimiento de los animales que la padecen (que va de un 7 Q 16% menos al gue
tienen los animales sanos), reflejdndose en la pérdida de un 10 a un 14% de a
conversidn alimenticia y trayendo como consecuencia el invertir més flempo,
manienimienio, climentacién, medicacidn, eic., en su desgrolio. Sin embargo,
dado que la enfermedad predispone a infecciones secundarias, tanfo virales
como bacierianas, se pueden presentar mayores pérdidas pues por o general,

son as sinergias que se dan con ellas las causas de un adelgazamiento progresivo



Cuadro 1. Taxonomia del Micoplasma hyopneumoniae (47, 57, 63).
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Cuadro 2. Algunags propledades de la Clase Mollicutes (53, 55, 66, 68).

Clasificacién

Propledades distintivas de
cada familic y género

Hablat

Orden | Mycoplasmatales
Familia | Mycoplasmataceae Necesitan estercles (colesterol)
pard su crecimiento e
Género 1 Mycoplasma No hidrolizan urea. hidrolisan{Humanos animales, plantas e
argining insectos
Género 11 Ureplasma Hidrolisan urea, no  hidrolisan ] Humanos y animales
arginina
Familia 1L Spiroplasmatacege Filamente helicoidal
Género 1 Spiroplasma Séloe  parositan  arfrdpodos vy
plantas
Orden 11 Acholeplasmalales
Familicar k Acholeplasmataceae [ No hidrolsan urea ni arginina, ne
necesifan  colesterol,  resisten
concentfraciones elevadas de
digitonina
Género [ [Acholeplasma [Animales, planias e insectos
Orden III Anaeroplasmatales
Familic I Angeroplasmatacege  Anaerobios obligados
Género | Ahaeroplasma Bovinos v ovinos
Género Il Asteroplasma Plantgs e insectos




de los cerdos e inclusive del deceso de los animales afeciadoes {1, 7, 8, 12, 45, 51,
60, 64).

La N. E. es una enfermedad que por §f sola no causa un cuadro clinico severo, se
caracteriza por la presencia de fos secq, respiraciéon abdominal, sobre fedo
cuando los animales se agitan, ligero incremento en la temperatura, de 1 g 1.5°C,
y ocasionalmente ligeros escumimientos nasaies. En la mayeria de los casos la
enfermedad pasc inadvertida por et personal encargado, favoreciendo su
diseminacidn en las granjas (enzootias) y el estado crénico en algunos de los

animales {29, 55).

Si bien la edad no es un factor predisponente de la enfermedad, son las primeras
semanas de vida [enfre ia segunda v la sexta) donde por o general son mads
susceptibles los lechones. Al parecer las portadoras del micoplasma son las
hembras jévenes {con baja inmunidad) ias cuales lo fransmiten a los lechones, por
medio de aerosoles o secreciones nasales, y ellos a su vez, lo fransmifen a otros
lechones al ser reagrupados en el momento del desiele. Se presume que el
fiernpo de incubacién y el tiempo gue fardan en manifestarse los sighos de la
enfermedad se da enfre los 5 v 10s 16, dias en lechones de 2 a 6 semanas de
edad, dependiendo del llempo de exposicidon, concentracion y virulencia de la
cepa a la que se expongan los animales, asi como de la capacidad de respuesta

de cada uno de ellos ante 1a infeccion {4, 22, 48, 55}.

El M. h. penetra en el aparato respiraforio del cerdo con el dire inspirado. Por sus
pequefias dimensiones, gue van de 0.1 a 0.2 u. evade los mecanismos de defensa
mucociliar {movimiento clliar) pero también fos altera v llega a los cilios de ias
células epitelicles del drea cardioventral del pulmaén, esto es, los I6bulos apical y
cardiaco derechos, estableciéndose y colonizando mediante ciertos mecanismos
de citoadsorcién, pues aungue se ha demostrado la existencia de adhesinas u

organelos en la superficie del micoplasma (de crigen protéico y glicoprotéico) y
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la exisiencia de receptores en la superiicie de las ¢élulas del fracto respiratorio del
cerdo a los que se fija el micoplasma al parecer especificamente, los mecanismos
por los cudles se establece y coloniza el epitelio alveciar son desconocides. Asi
misme se ha visto gque lipera varios melgbolitos {proteinas citotdxicas, factores
mitegénicos) que favorecen su adhesion vy posterior reproduccion en el epitelio
pulmonar (12, 21, 44, 61, 69, 70, 71, 73).

Algunos de estos factores han sido sefialados como ia causa de ia alteracién de
la respuesta inmune por parte del animal infectado pues al parecer el
micoplasma posee algunas propiedades de inmunomodulacidn reflejdndose en
la alteracion de los linfociios T v la reduccion fagocitica dada por una alteracidn
en la funcidn de los macrdfagos alveolares. Oiro factor importante es que
después de haber fenido contacto con los linfocitos, el micoplasma presenta en
su superficie antigenos linfocitarios parecidos a los del hospedero, desviando la
respuesia que se pudiera moniar conira él, dande origen a una respuesta
autoinmune en contra del propio fejido pulmonar, alterando o dafiando al
mecanismo de defensa mucociliar {se observa primero la disminucion de o
funcién de los cilios de las céluias epiteliales de Jos bronquios, luego la pérdida de
los cllics y por Gitimo, la de [as células que los contenian}, disminuyendo la
capacidad de eliminario a él, asl como a ofros agentes oportunistas. Sin embargo
no s& han enconirado evidencias de que pueda o tenga caracteristicas invasivas
(6,8,12, 32, 44).

Los cambics que se dan en el tejide pulmonar son el reflejo de la respuesic
inmunoldgica, con la presencia de poca inflamacion y secrecidn {la que es
escasa pero consiante). Las Iesiones que desaroila la N. E. en el pulmén se
presenfan a simple vista como dreas colapsadas o consolidadas  bien
demarcadas, de consistencia poco fime y coloracidn  grs-purplrec;
manteniéndose de esta forma durante toda la infeccidn y distinguiéndose

claramente del tejide pulmonar sano gue es de color rosade, de consistencia mas



firme v sin la presencia exudado catamal en bronguios {55, 62).

Histoiogicamente Ia lesién estd caracterizada por un incremento en el nimero de
linfocitos en los tejidos perivasculares, peribronquiales y perbronquiolares, mientras
gue en las dreas de las paredes aiveolares y de ia ldmina se acumulan
polimorfonucieares. Segin avanza la enfermedad se aprecia a pérdida de cilios
y posteriormente la de las célulos a las que pertenecian. A la par puede
observarse, una mayoer prefiferacion del tejido y el aumenic de secrecion. Puede
decirse que una caracteristica constante es, una hiperpiasia bronquial del
epitelio, con una progresiva y persistente hiperpiasia linfoide. Cabe destacar gue
los espacios alveolares no son invadidos por mononucleares o polimorfonucleares,
lo que si sucede en ofro fipo de neumonias (ocasionalmente los neutrdfilos v

macrdfagos son encontrados en la fuz de bronguios y bronguiclos} (4, 14, 23, 55}.

La recuperacidn de las lesiones se da poco tiempo después, sin embargo €sia es
parcial, pues se pueden seguir apreciando dreas consolidadas y colapsadas de
color rojo, fisuras y una leve fibrosis que parece segmentar los IGbulos. Los alvedlos
pueden quedar colapsados y con una ligera hiperplasia de los nddulos linfaticos
(12, 23, 48, 67}.

H tiempo en el que se manifiesta ia infeccion asi como el de su resolucién, es muy
varado pues depende de faclores tales como la virulencio de la cepa
involucrada (la expresion de profeinas o glicoproteings), el estade y respuesta de
cada animal y de los cuidados que se les prodiguen; adn asi, se ha concluido que
enfre la tercera y quinta semana de que se presenta la infeccion, se detecian los
mayores dafios en el pulmén y glrededor de [a novend y décima semanas queda
resuelta. Por su parte la resolucion, esta ligada o correlaciona con el tiempo en
que se da la produccidn de iIgG y/o sensibilzacion de linfocitos de forrente
sanguineo aungue tos anticuerpos confieren poca proteccién en los animales
infeciados (9, 43, 48, 55, 67, 72).



Por lo antes mehcionado {inmuncmodulacion, auioinmunidad & inferferencia con
la remocidn microbiana), la presencia del micoplasma se considera un facior
predisponente para el establecimienio de infecciones bacterianas o virales
secundarias. Entre los agentes invelucrados en segundas infecciones se
encueniran Pasteurelia mulfocida, Actinobacillus pleuropneumoniae, Salmonelia
cholerasuis, Bordefelia bronquiseptica y adenovirus. Asi, la asociacién o sinergia
del M. h. con ofros factores es lo que ocasiona pérdidas econdmicas graves en

las granjas donde el micoplasma este presente (12, 22, 23, 55, 67).

Entre los principales faciores predisponentes para la infeccién del micoplasma
estdn una deficiente afimentacidn, el estrés, cambios de cliima  bruscos, mala
venlilacidn, temperaturas inesiables, infecciones virales pasdieras vy el
hacinamiento. Asi pues, evilando la presencia de estos factores y con las
medicaciones y vacunaciones adecuadas, la N. E. no causa refraso en el

crecimiento de los animales (55, 68).

Cuando g enfermedad se manifiesta, los fratamienios o seguir se basan
principalmenie en el uso de tetraciclings, tilosinas, clortetraciclinas v sulfaminas. En
cuantc a las vacunas ne se ha desarolicdo una que realmente confiera
inmunidad, pues por la baja antigenicidad de ko membrana del micoplasma ast
comoe por la semejanza de ésta con ia de los mamiferos, la proteccidn que
confiere es baja, no duradera y en alguncs casos producen lesiones al ser
inoculadas (en la via por la que se administra) debido a los adyuvantes utifizados
(30, 31, 33, 34, 43).

El diegndstico de padecimientos en los que infervienen procesos bacterignos en
animales y gque comprende el evaluar los signos que presgnta e animal, los
dafics a nivel macroscépico v microscdpico de los drganos afectados, del

gislamiento vy la idenfificacion con pruebas bioquimicas del microorganismo



causal del dafio, involucran actuaimente a pruebas de orden seroldgico,
histogquimico o la idenfificacion de material genéiico, dependiendo del agente

causal en cada uno de ellos {24).

En el caso de la N. E. un diagndéstico presuntivo se basa en ia sintomatologia que
presenia el cerdo y unag ver sacrficado, en la observacion de las lesiones que se
encuentren en los pulmones, a niveles macroscopico v microscodpico. En otros
padecimientos, el procedimiento a segurr es el aiskamiente y comrecta
identificacién, no obstante, dada la naturaleza y caracieristicas del micoplasma,
su idenfificacién confirmatoria por medio de pruebas bioquimicas es muy poco
practica, enire ofras causas porque requiere de variags semanas para su
aislamiento y crecimiento, asi mismo es necesaric emplear medios enriquecidos,
relativamente costosos y laborioses en su preparacion. Enire los componentes que
se adicionan al medio estan infusidén de cerebro v corazdn, extracto de levadura,
ADN, ¥ suero equino o porcino, con el objelivo de proporcionar al micoplasma los
compuestos que ne es capaz de sinletizar y que originalmente ios toma de las
células al momenio de infectar el pulmdn (como pepfonas, enzimas digestivas,
NADH, iones v minerales, aminodcidos, acidos grasos esenciales, colesterol,
fosfolipidos vy vilaminas principalmente). Ofro inconveniente es el pobre
rendimiento que se obtiene de los cultives lo gue impide el poder contar con
suficlentes células de micoplasma con las que se puedan inocular las
subsecuentes pruebas; ademds, es muy comin gque se obtengan falsos negativos
pues generalmente la cantidad de micoplasma en el pulmdn no es suficiente
para su reproduccion en medios sintéticos, por lo cual, es necesario contar con
mds pruebas que veiifiquen con mayor confiabilidad la presencia de la
enfermedad (53, 66).

En i, el diagnéstice rufinario de la N. E. por medio de I evaluacién de la iesidn y
por el aislamiento puede verse dlierado, pues as lesiones de N. E. en ocasiones

son confundidas por las producidas por algin fipo de lesidn o infeccidén gjenas g
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ia enfermedad (la influenza, por elemplo) v si la causa del dofo es la presencia
dei micopiasma, en la mayoria de los casos no puede ser aislado pues se pierde
en los pases gue se siguen para elio {principaimente en el macerado de o
muestra pulmonar); por ofro lado en algunos casos de pulmoenes sin lesiones se

llega a gislar el micoplkasma (3, 27, 28, 42, 52).

Por lo tantc, se han desarrollado pruebas inmunoldgicas para confirmar su

diagndstico, tanto seroldgicas como inmunohistoguimicas (53, 62, 66).

En generdl, las técnicas seroldgicas como la flacidn de complemento {FC), la
aglutinacidn de Iatex (AL} v el emsayo ligado a una enZma (ELISA), han
demosirado ser sensibles y especificas permitiendo ccuparlas como pruebas
diagndsticas en diferentes tipos de padecimientos; sin embargoe, en et caso de ia
N. E. a nivel de campeo, la eficacia diagndstica de cada una de ellas se ha viste
aiterada pues se presentan frecuentemente falsos negativos v positivos en estas
pruebas ocasionados los primeros por la pobreza inmunogénica del micoplasma y
os segundos se alribuyen principalmente a que el M. h. fiene antigenos
membranales semejantes a los que presentan el Mycopiasma flocculare (M. .} y
el Mycoplasma hyorhinis {M. hr.). En el caso paricuiar de los lechones, los
anticuerpos producidos por fa infeccidén no pueden ser diferenciados de los gue
elles obtienen por medic del calostro {10, 15, 17, 19, 58).

Las técnicas que hasta el momento han side mas certeras en el diagndsiico de ia
N. E., son las de FC y ELISA. La prueba de FC detecta anticuerpcs en las primeras
semanas posteriores a la infeccidn v tiene relacién con la observacion de iesiones
a nivel microscépico, sin embargo no diferencia entre animales enfermos y
convalecientes; por su parte, ia prueba de ELISA ha resultado ser mds sensibie
pues detecta anticuerpos desde la primera y ia segunda semanas pos-exposicion
hasta 15 semanas posteriores a ésta y comelaciona con los dafios en el pulmén {2,
5, 15, 40, 49, 56).



Técnicas como la de la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR}, que a pesar
de ser muy sensibles y especificas, resultan fodavia, ser muy poco costeables para
el diagnésfico de la enfermedad y sobre iodo, en el monitoreo de las granjas

porcicolas {58).

Deniro del grupo de pruebas inmunocitoquimicas € inmunchistoquimicas se
encuentran las pruebas de inmunoftucrescencia {IF) e inmunoperoxidasa (IP},
pero hasta ahora, ia mds empleada en la deteccidon dei micoplasma sobre tejido

pulmonar ha sido ¢ primera (53, 66).

Estas Oltimas han demosirado ser tan sensibles y especificas como las seroldgicas
pero con la ventaja de disminuir ! error de un faiso positive causado por el cruce
antigénico entre micoplasmas, ya aue pueden ulllizarse anticuerpos especificos

que pueden ideniificar directamente af micoplasma sobre el fejido (26, 27, 28).

1.2 PRUEBAS INMUNOHISTOQUIMICAS

H grupo de pruebas Inmunocitoguimicas © inmunohistogquimicos fienen su
fundamenio en g ideniificacion de un antigenc deierminado por medio de un
anticuerpo especifico, al igual que en ofras pruebas de tipo inmunoldgico, pero
con la caracteristica de que los antigenos forman parte o pueden ser observados
en la estructura de la que inicicimente provienen, esto es, cortes de tejido u ofro
preparado como extendidos o improntas cejuviares; permifiendo esiudiar kas
caracteristicas morfolégicas, Ia localizacién de compuestos histicos y celutares en
proceses © condiciones normales © patoldégicas (como la produccion de
isoenzimas, marcadores jfumorales), o identificar ofro tipe de compuestos y

particulas tales como virus, bacterias, anficusrpos, efc. en dichas estruciuras.
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Dicho material ademdas, sive de soporte para las posteriores reaccicnes que
fienen como fin el visuclizar la presencia de determinado elemenic con
sustancias coloridas {marcador que por sl mismo puedda ser identificado como los
flucrocromos) o la formacion de ellas (gue necesite de reqcciones posteriores
pare que pueda ser evidenciada su presencial. De aqui se desprende a division

de las pruebas inmunocitoquimicas, las prugbas de [Fy las de P (24, 36, 39).

Las pruebas de IF fueron ias primeras en ser desamolladas y se caracterizan por el
uso de compuestos fluorescentes o flucrocromos conjugados a los anticuerpos
que, indirecta o directamenie quedan unidos al antigeno y son observados con
un microscopio de luz ultravicleta {U.V.} E isofiocianato de fluoresceina es el
fluorocromo mas utilizado y el gue puede ser observado haciendo incidir sobre la
preparacion luz entre 450 y 490 nm de A y con un filtro amarilioc puede observarse
de color amarilo-verde sobre los preparaciones; éstas no permiten ser
conservadas por Hempos prolongados pues lg energia luminosa se pierde al paso

de los dias pues se deteriora o se pierde la flucrescencia det compuesto (25, 39).

Por su parte las pruebas de P ufilizan como marcador a la enzima peroxidasa
{extraida del rdbano picante y de donde toma nombre o prueba). Bl uso de
enzimas, en este caso ka peroxidasa, ha ampliodo la variedad de tinciones
debido a gue se pueden ocupar varos sistemas susirato-cromébgeno segun las
necesidades de cada caso. En general los sisternas més utilizados son aguellos
que como preducio final forman un precipitado insoluble, en solventes orgdnicos,
sobre el sifio donde se encuentrd la peroxidasa {y por consiguiente, el anfigenc
en estudio)} permitiendo contratefir y fijar con resing las preparaciones. Entre estos
sistemas se encuentra el de HOx-diaminobenciding {donde la enzima reduce el
perdxido de hidrogeno y posieriormente se oxida la diaminobencidina} cuyo

producto final es un precipitado de color café-mardn (20, 24, 36).

Los pasos por los que ia peroxidasa queda unida con el anligeno depende de la

"
—



modatidad de la prueba cuyas principales variantes son: prueba directa, prueba
indirecta, sistema peroxidasa-cniiperoxidasa o complejo avidina-biotina. Enfre
esias varantes, o amplificacién de la coloracidn, preducio de la canfidad de
peroxidasa ligada al sistema de coloraciéon es su caracteristica principal de
diferenciacién. Sin embarge, ello involucra un gasto mayor en reactivos,
aumeniando ei cosfo de la prueba. No obstante, cada una de ellas ha
demostrado ser satisfactoria en sus resultades cuando se cuenta con material de
bueha caldad (principalmenie el buen funcionamienio de ios anticuerpos
involucrados} y una técnica bien montada (Cuadro 3). En todos tos cases se fiene
la allernativa de poder conservar las preparaciones mediante su fijacién en
resinas o su coniratincion sin ofectar sus caracteristicas iniciales y sobre todo, el

que pueden ser observadas con microscopios dpticos (20, 24, 36, 41).

Asl, el fundamenio de la prueba de Pl se basa en tres reacciones principales que
fiene como base un corte histoldgico o impronta donde se encuentre el antigeno
a ser estudiado: 1} la idenfificacidn de un antigeno con un anticuerpo primario
homdlogo y especifice al antigeno y que posterior a una incubacion adecuada,
2} se aplica e incuba con un anticuerpo secundario conjugado a la enzma
fanticuerpo contra el anticuerpo primario proveniente de una especie diferente]
y 3} la aplicacidén e incubacidn con la solucidn susirato-cromégeno mds
adecuada a los propdsitos finales. Todo lo anterior sin olvidar los perlinentes
Iavados [con una solucién adecuada) entre cada paso para efiminar cualquier
sobrante de compuesic que pudiera interferir en la tincién (anficuerpos no
acoplados principalmente). finalmente, lq lectura de las laminilias se observan
con un microscopio Sptico v pueden hacerse de ellas finciones permanentes
(Figura 1) {24, 36, 41).



Cuadro 3. Métodaos de Inmunoperoxidasa maés utilizados (20, 24, 34, 41},
— — e ey
MODALIDAD PASOS VENTAJAS DESVENTAJAS '
1.-Unidn del antigeno con un anticuerpo | Corlo tiempo de tincidn, Centar  con un AcC

Inmunoperoxidasa directa

especifico marcado con peroxidasa y
2 - Solucion reveladora

aspeciico marcade con
peroxidasa,

! Inmunoperoxidasa indirecta

1.-Unién del Ag o un Ac especifico
2-Union del Ac especifico a un ant-Ac
conjugado d la peroxidasa

3.- Solucidn reveladors

No es necesario contar con
un Ac especiico y aumenta
las intensidad de la tincion.

Se dobla el
fincién.

tiempo de

—

Puente engimdatico

1.-Unién el Ag con Ac especifica
2.- Unidn de la enzima ail Ac esp.
3.~ Solucién reveladore

Se reducen inespecificidades
y aumenta lg tincion,

Desperdicic de peroxidasal,

Complejo Avidina - bictina

conjugade a avidina

3.-Unlén del avidina con el conjugado
de biotina-peroxidasa.

4.- Solucién reveladora

1.-Reconocimiento vy unidn del Ac!Se reducen reagceiones | Aumenta el flempo de
primaric con el Ag inespecificas y aumenta la|comimiente, e gasto de
Peroxidasa ~antiperoxidasa | 2.-Unidn del Ac especifico con un anti-| intensidad de la tincién, recictivos y costo.
Ac (Ac confra el primer anficuerpo v !
confra la peroxidasa)
3.-unién de o peroxidasa al anti-Ac.
I 4.~ Solucidn reveladora
1.-Formacion del complejo Ag-Ac Se raducen reacciones | Aumenta el tiempo de
2-Unidn  det Ac con  un  anti-Ac|inespecificas vy aumenta o[ corimiento, el gaste de

Intensidad de la tincién,

reactivos y costo.

Donder Ag = antigenis, Ac especlfice = anficuerpo espoechice o antigenc marcade con peroxidesa), ant-Ac* = anticueipo contgado o pereridasa contia ki
[¢]

Inmunoglobulna caresponcdliente,

@



Figura 1. Esquema del tren de tincidn de la prueba de Bwmunoperoxidasg

Indirecta.

A)  Previo blogqueo de la peroxidasa
endogena y sitios de unidn para
anticuerpos inespecificos, se agrega el
anticuerpo primario,

B} Seguido de un lavado adecuado,
se agréga el anticuerpo secundario
{conjugado a la peroxidasa) al primario.

C) Después de ofra serie de lavados,
se agrega la solucion reveladora; por
dltimo se lava la preparacion y se
observa al microscopio.

(w )
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i PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA.

2.1 JUSTIFICACICN

La N. E. es una enfermedad que debido al agentea que invotucra, M.
hyopneumoniae, es dificil de diagnosticar por los métodos
tradicionates tales como el aislamiento vy las pruebas bioguimicas,
por io que se han buscando nuevas técnicas gue evidencien su
presencia come son las pruebas de orden inmunoldégico que
detectan anticuerpos contra el micoplasma o en su defecto, que lo
localicen sobre el tiejido pulmonar por medic de pruebas
inmunohistoguimicas, tal es el caso de 1a IFD gue ha sido aceptada
como prueba diagndstica de la N. E. y gue no obstante, su
aplicacidén tiene varios inconvenientes (principalmente el que la
fluorescencia se pierde con e fiempo impidiendo conservar (as
preparaciénes por largos periodos y que pdrc su lectura es
necesaric contar con un microscopio de luz flucrescente}. En efi
presente frabajo se monid una prueba de P yo que presenta
ventajas frente a la de IFD {como son el que |las prepqraciones
finales pueden ser leidas &n un microscopic o6ptico, pusden ser
conservadas pues son tinclones permanentes gue pueden fijarce
con resinas). La prueba de Pl en resultados es semejante a las ofras
modalidades aungue menos costosa, motivos por los cuales fue escogida para
ser desamollada v evaluada con respecte a ios métodes de aislamiente-
identificacion {prueba de Inhibicidn del crecimiento) e D con e fin de

proponeria como ung dlternativa en el diagndstico de la Neumonia Enzodtica.



2.2 HIPOTESIS

Si la prueba de Inmunoperoxidasa indirecta funciona come prueba diagndstica,
entonces los resulfados que se obtengan de igs pruebas de Inhibicidén del
crecimiento e inmunofiucrescencia directa serdn similares en cada una de las

muesiras.

2.3 OBJETIVOS
2.3.1 Objetivo General:

Desarroilo de una prueba de Inmuneperoxidasa indirecta pcara  detectar al M.
hyopneumoniqe en cortes histologicos de tejido pulmonar de cerdo con lesiones

presuntivas de Neumonig Enzodtica.

2.3.2 Objetivos Particuiares:

A} Determinar las poblaciones de animales sanos y enfermos a
partir de las muestras sefeccionadas.

B8) Estandarizar ia prueba de inmuncperoxidosa Indirecia  sobre cortes
histopatolégicos de tefido pulmonar porcino.

C) Comparar los resuttados obtenidos de las pruebas de Inmunoperoxidasa
indirecta {IFl} e Inmunofluorescencia directa (IFD).

D} Determinar la sensibiidad y la especiiicidad de il prueba de 1P,
comparando tos resultados de ésta con 1o prueba de Inhibicién de

Crecimienic (o poblaciones de animales sanos y enfermos).
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i1 METODOLOGIA

3.1 TTUACION DE LOS SUEROS DE CONEJOS INMUNIZADOS CONTRA M.

hyopneumoniae:

Se fitularon 3 anfisueros de conejos inmunizados con fa cepa 194 de M.
hyopneumoniae {donados por el Dr. Tonativh Cruz Sdnchez) con una prueba de

ELISA indirecta {Anexo 1}.

3.2 TITULACION DEL ANTICUERPO SECUNDARIO O CONJUGADQC:

Se ulilizd un anticuerpo de cabra anii-lgG de conelo conjugado a peroxidasa
(Sigma Immunochemicals). Su tfituiacion se realizd medianie la prueba de ELISA
Tween 20, empledndose microplacas de poliestrenc sensibilizadas con &
antigeno de M. hyopneumonice cepa 194 (donada por el Dr. Ross de la
Universidad de lowgl mediante un cuadro de gjedrer de diluciones doblas,
utilizando tos anfisueros de conejo v bajo la iécnica de ELISA (indirecto) que a

continuacion se describe.

Material y método para la fitulacidn de los anfisueros (ELISA) (24, 48, 55, 65):

- Se sensibilizé una placa con 100 pl de sciucién de antigeno [cepa 194 de
M. hyopneumonicae, diluide 1:30000 en omortiguador de carbonatos
NazCOs/NaHCOs, pH 9.6, 0.1 M) durante toda ki noche o 4 °C.

2.- Se refird el sobrenadante y se colocaron 300 ut de selucion bloqueadora de
albdming sérica boving [ASE) al 3% en amortiguador de carbonatos pH 9.6,
0.1 M, durante 30 min a temperatura ambiente.

3. Se virtié el contenido de |a placa v se colocaron 50 ul de solucidn dituyente
de anticuerpos, esfo es, una solucién de ASB ci 1% en amortiguador de

carbenatos pH 7.2 - 7.4, 0.1 M, a cada pozo de la piaca, posteriormente se
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colocaron 50 pl del suero problema a fa primera fila de la misma placay a
partir de este punio, se hicieron s diluciones dobles del svero.

Se incubdé 1 hr o temperatura ambiente.

Verlido el contenido de fa placa, se lavd fres veces con solucion de Tween
20 al 0.2% en solucion de carbonatos, pH 7.2 — 7.4, 0.1 M y se refird la
mayor cantidad de sobrenadante por medio de golpec.

Se colocaron 50 pl del anticuerpo secundario o anfrigG de conegjo
conjugado con peroxidasa, previamente dilvido 1:2500 en solucidn ASB al
1% en amortiguador de carbonatos pH 7.2 - 7.4, 0.1 M.

Se incubd a temperatura ambiente por 1hr.

Se hicieron ofra serie de lavados, tres lavados de 5 min cada uno con
solucion de carbonatos pH 7.2~ 7.4, 0.1 M con Tween 20 a 0.2% y retirando
el sobrenadante.

Se agregaron 50 ul de solucién de ABTS en amortigucdor de pH 7.2 - 7.4, 0.1
M con H202 al 0.3%. v se incubd durante 20 min,
Sin retfirar i solucidn antefior, se agregaron 100 pl HCH 1 M como solucidn de

cese de reaccidn enzimdtica y se leyd en el espectrofotdmetro a 405 nm.

Los sueros se Hiularon por irplicado v el promedio de los eventos fue considerado

como el fifulo de cada uno de elics. A partir de estos valores se escogié el de

mayor titulo. Como confroles negativos se utilizaron pozos sin antigeno, ia

qusencia de cada unc de las sclucionss {antigeno, sueros y conjugado) y suero

de conejo no inmunizado; no se ulilizd control positivo.

2.3 CONTROLES:

3.3.1 Controles pulmonares:

Como conirol pulmonar negative fue elegido el pulmdn de un cerdo de

aproximadamente fres meses de edad, que provenia de una granja libre de

enfermedades respiratorias, que no presentd lesiones macroscopicas de ninguna
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indole, del que no se gisid microorganismo alguno vy fue negative a M.

hycpneumonice en la prueba de inmunofivorescencia directa.

Las muesiras pulmonares utilizadas como controles positivos comespondieron a dos
pulmones infectados con el micoplasma; una fue de campo y la ofrg provino de
un cerdo que fue inoculado con la cepa 194 de M. hyopneumonige previcmente
y sacrificade a las 10 semanas de ia inoculacion. De las dos muestras se aisld el
micopiasma vy las pruebas de inhibicion del crecimiento {IC), con el antisuerc de
M. hyvopneurnonice, e inmunofluoresencia  directa fueron posifivas en ambos

casos (Tabla 1).

3.3.2 Cepas de referencia:

las cepas de referencia utilizadas fueron: a) cepa 194 de Mycoplosma
hyopneumoniae, proporcionada por el Dr. Ross de la Universidad de lowa; b
cepa Msd2 de Mycoplasma flocculare, proporcionada por ef Dr. Pjoan de ia Ut
de Minesota v ¢l una cepa ATCC de Mycopiasma hyorhinis  donada por el
N.V.S.L lowa. De cada ung de las cepas se tomaron allcuotas de 50 ul, se
suspendieron en 3 ml de medio liquido v se incubaron durante 10 dias en bano
maria ¢ 37 ¢C, se alicuotaron y mantuvieron a 4 °C (el crecimiento de cada una
de ellas fue inhibido por su comespondienie antisuerc en la prueba de IC). Con
ellas se evaluaren los suercs hiperinmunes {en la prueba de IC) vy los dislamienios

de los pulmanes controles {ademds de las muestras problemal.

3.3.3 Suveros hiperinmunes:

Para la prugba de IC se ulilizardn anfisuercs confra Mycoplasma hyorhinis,
Mycoplasma flocculare v Mycoplasma hyocpneumoniae, que fueron purficados
con membranas millipore de 0.22 u, alicuotados (en 1 ml) y conservados a —20 °C

{donados por el NV S.L, lowal).



3.4 SELECCION Y PREPARACION DE LAS MUESTRAS PULMOMNARES [66):

Las muestras fueron enviadas de los estades de Nueve Ledn, Puebla y México, v
provenian de animales que fueron sacrificados al preseniar 10s signos clintcos de:
fiebre {entre dos y tres grados), secrecion nasal v sobre todo, gue no aumentaban
de peso. Sin embarge, de este pimer grupo de mueshas se seleccionaron
aquellos puimones conservados adecuadamente, de aspecio consistente vy
cuyas lesiones fueran de color rojo-plrpura y colapsadas, descartando a aquellos
cuyas lesiones ne comrespondian @ Neumonfa Enzodfica, como hemomagias,
edemas ¢ secreciones purulentas. La presencia de pigmentacidn verdosa © mal

olor se considerd come estado de descomposicion y también fueron descarfadas.

De cada uno de los pulmones asi seleccionados, se tomaron muestras aledafias a
una misma lesién, en las que estuviera presente un conducto bronquial rodeado
por una parte sana y ofra dafada, en casc de no presentarse lesién alguna, se
tomd una fraccidon dei I6bulo apical derecho, tanio para ef proceso de
aislamiento e identificacién (por medic de la prueba de IC), como para hacer
cortes y montar sobre ellos las pruebas de IFD e Pl Las fracciones destinadas al
aislamiento fueron congeladas a -20 °C y durcnte un lapso no mayor ¢ 3 dias,

tiempo en €l que se hicieron el macerado vy tas siembras para el aislkamiento.

Las muestras destinadas para corte se conservaron a —20 %C embebidas en Tissus-
tek {crioprolecicr} vy el corte histoldgico de ellas {tante para Pl como para IFD) se
hizo con cricstato a 8 p o menos de grosor, procurande que el anguio de corfe
fuera fransversal al bronguio, entre —20 y 25 ¢C, se fijaron en acetona a -20 °C por

10 min vy se congelaron a la misma temperatura hasta €l momentc de su tincidn.

Para observar el cruce antigénico con el Mycoplasma hycrhinis se frabajd con tres
muestras de pulmones infectados experimentaimenie con &l, mismas que fueron

donadas a éste irabajo por el taboratorio de Virologia de la F. E. S. Cuautilén v se
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trataron como las dernds muestras (38).

3.5 PROCESAMIENTO DE LAS MUESTRAS PARA EL AISLAMIENTO E IDENTIFICACION
DEL MICOPLASMA:

3.5.1 Alslamienio {53, 66):

Se lomd aproximadamente 1 g de las muestras seleccionadas de cada uno de los
tefidos puimonares, y con ayuda de 3 mi de medio liquide modificado de Friss (ver
Anexo 2], se macerd en un homogenizador, posieriormente se centrifugd a 5000 x
g durante 15 min, del sobrenadante se tomaron 0.3 ml y se colocaron en un tubo
que contenia 3 ml de medio fiquido, se agitaron y volvieron a centifugar; el
procedimiento se repitid dos veces hasta contar con tres diluciones de una misma
muesirc. Los tubos se incubaban por 5 0 6 dias a 37 °C. Con el propdsito de
purificar el cuitivo, en algunos casos fue necesario, al término de dicho tiempo,
centrifugar nuevamente vy filirar el sobrenadante a fravés de una membrana
millipore de 0.22 p de ancho de poro, recolectdndose et filirado en ofro tubbo con

medio liquido v se incubaron por espacio de 5 a é dias.

Una vez obtenidos los cultivos puros, se centrifugaron v se sirvieron sobre medio
sdlido modificado de Friss y se incubaron en velobiosis de 8 a 12 dias, o bien, hasta
observar en las cagjas, crecimiento caracteristicos del micoplasma, Si en este pase
se observaba un crecimiento puro se hizo un Ultimo pase a medio liquido, en casc
ae no ser asl, se escogia un grupo de colonias caracieristicas, se resembraiban en
medio liquido vy se repetia el procedimienic hasta obtener e! cultivo pure, se
conservaron a 4 °C o se continuaba con las pruebas subsecuentes (Inhibicién del
crecimiento y Dependencia de esteroles). Cuando no fue posible purificar el

cultivo, la muestra fue desechada.

3.5.2 Pruebas de identificacion del Micoplasma (53, 66): (A) Dependencia de
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Estercies y (B) Inhibicidn del Crecimiento (iC).

A) Enla prueba de dependencia de esteroles se utilizd una solucidn de digitoning
al 1.5 % en solucion alcoholica al 98%, se esterilizd por filfracidn con membrana de

0.22 u manteniéndose g 4 °C.

B} Para la prueba de IC se utilizaron los antisueros anies mencionados (suercs
hiperinmunes}. Procedimiento: Se tomaron de 0.3 a 0.4 ml del decantado de 24 hrs
de los cullivos de las muestras v las resiembras de las cepas, se sirvieron sobre
medio sélido modificado de Friis permitiendo gue evaporara el exceso de liquido,
posteriormente se colocaron 30 pl de cada uno de los antisueros, de la solucién
de digitonina vy de las soluciones coniroles sobre la superficie del agar impidiendo
que se tocaran entre si y nuevamenie se dejé evaporar el exceso de liguido, se
incubaron de 5 a 7 dias a 37 °C vy se leyeron. Se considerd positiva | prueba
cuandeo alguna de las scluciones (anfisuero, solucidn de digitoning, alcohol, etc.)
Impeadia ef crecimiento de los microorganismos en &l drea sobre la gue se
aplicaba cada una de elias, y que fuera de un didmeire de 0.5 cm © mds. Se
utilizaron como controles negalivos a sueros humano vy caprino inaclivados vy
solucion alcohdlica al 95%. Como ceniroles positivos se usaron el crecimiento de

cada una de las cepas sin solucionss.

3.6 TECNICA DE INMUMNOFLUORESCENCIA DIRECTA {IFD):

Procedimiento (37):

i.- A los cortes de las muestras {confroles y problemas) se les aplicd una geta
detl conjugado de fluorescencia (suerc de cerdo purificado y cenjugado
con kofiocianafo de fluroresceina, denominado BEEN-EK vy elaborado en
la F.ES. Cuautitlén, UNAM); el liofilizado del conjugado se reconstituyd 1:16

con agua estérl v se colocd sobre los cortes, de tal forma, que quedara
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2.-

4-

cubierto tode et tejido.

Se incubd por 30 min en una camara himeda a 37 °C.

Se favd tres veces de 5 min cada una con PBS isotdnico, pH 7.2-7.4, 0.1 M.
Se leyd en un microscopio de fluorescencia (microscdpic C2 WL con
lampara de Mg HB200 W/4 v se utilizd un filfro de excitacion azul, VG 12,y
un fitiro de barrera 50) a 420 nm de A.

Se usaron jos confroles pulmonares y come un control negaiive adicional no se

colocd el conjugado en cortes seriados de cada muestra.

3.7 PRUEBA DEINMUNOPEROXIDASA INDIRECTA (IP1):

Procedimiento de la prueba (13, 41):

t.-

2.-

Se colocaron los cories (de confreles pulmonares v muestras problemas)
en metanol asolutc con 0.1 % de H2O2al 3% por 80 min.

Se lavaron las laminillas con solucion de PBS isotdnica (KHaPO412 H20/
KH:POa4 pH 7.2 - 7.4, 0.1 M} 3 lavades de 3 min cada une.

Se reliré la mayor cantidad de sobrenadante y se colocd una gota de
anficuerpo primario dilvido previamente 1:1000 [er una solucidn de
caseinato de calcio al 0.5% © ASB al 3%, en PBS pH 7.4, 0.1 M}, en cada
unc de los cortes cubriéndolos completamente.

Se les incubd a femperatura ambiente durante 90 min en cdmara
homeda.

Transcumido el tiempo de incubacidn, se hizo una segunda serie de
lavados a las mismas conhdiciones que en el pasc 2.

Se retird el sobrenadante v se agregd el antficuerpe secundario, diluide
con anterioricddad 1:1000 {en una solucidn de caseinate de calcio at 0.5% o
ASB al 3%, en PBS pH 7.4, 0.1 M}, procediendo de manera semejante al
primario.

Se Incubd a iguales condiciones (90 min a femperatura ambiente en
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camara hGmedal.

8.- Se lavd aiguales condiciones que en el pasc 2.

9.-  Se puso la solucidn de revelado de 3 @ 4 ug DAB {3.3-diamino benziding}
en 5 ml de Tris-HCI 0.05 M, pH 7.6 ¥ 10 ul de H20:; ai 3% e incubd de 20 min,
transcunidos los cuales se enjuagaron las laminillas con agua destilada.

10.-  Se observaron en el microscopio Optico.

Ademas de los controles pulmonares positivos y negativos, la ausencia de cada

uno de los reactivos y un suero de humano se usaron como controles negativos.

3.8 EVALUACIONES DE LAS PRUEBAS:

La sensibilidad y especificidad de la prueba de Inmunoperoxidasa indirecta, y
tfambién para la de inmuncfluorescencia directa, se obtuvieron a partir de una
fabla 2x 2 {Anexe 3} (11, 18, 24, 35).
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'V  RESULTADOS

4.1 TITULC DE CONJUGADC DE PEROXIDASA:
Se determind un titule del conjugado de 1:3200 a partic de la prueba de ELISA.

4.2 TITULACION DE ANTISUEROS:
Los fres antisuercs tuvieron un titulo de 1:2046 G partir de la prueba de ELISA.

4.3 TITULACION DE SUERO Y CONJUGADO EN CORTES HISTCLOGICOS PARA LA
PRUEBA DE IPL:

Se obtuvieron bajo los pasos estandarizados e indicados como Prueba de IP!
mediante una prueba de gjedrez reafizada sobre los corfes de los pulmones
confroles. La dilucion dptima del anticuerpoe primaric o suero elegido fue de
1:1000 y la del anticuerpo secundario (inmunoglobulina de cabra antHgG de
conejo conjugado o peroxidasa) fue de 1:1000. En su dilucion se ulilizd una

sofucion de caseinato de caicio al 0.1% en PBS, pH 7.4, 0.1 M.

4.4 RESULTADOS DE 1OS CONTROLES:

En las pruebas de dependencia de esleroles e inhibicion de crecimiento (IC). Los
resulfados que en ella se aprecian, demaostraron que tanto las muestras control
come las cepas de referencia fuercn confiables. En ellas, se considerd una
identificacion positiva al no haber replicacidn en una zonc mayor @ 5 mm de
diametro a partir del punto dende se aplicd el suero o la solucidén de digitonina.
En la prueba de IC, cada svero ideniificd a ia cepa andloga con zonas de
inhibicién scbre el agar de 5 a 7 mm de didmeire. Con la de dependencia de
esteroles se confimé que todos los aislamientos corespondieron a micoplasmas
(Tabla 1}.

4.5 RESULTADOS DE LAS MUESTRAS PROBLEMA:

En ias Pruebas de Inhibicidn de crecimiento (IC) y Dependencia de esteroles, FD e
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Tabla 1. Resultados de los contfroles puimonares v cepas de referencia en las
pruebas de Inhibicidn del crecimiento y Dependencia de esteroles (sobre agar).

Pruebas Controles
Muestras pulmonares Cepas de referencia
Negotive | Positivol | Positive2 | M. h. M. f. M. hr.
*
Inhibicidn del cracimiento:
Suero anii M. h. - + + + - -
Suero anti M. f. - - “ - + -
Suero anti M. hr. - - - - - +
Dependencia de esteroles - + + + + +

* No se aisld microrganisme alguno.
Dande M. hyopneumoniae=M.h., M. floccufare=M.f. y M. hyorhinis=i.hr,




Pl se muestran en las Tablas 2 v 3.

De un total de 56 muestras, en 45 se obluvo crecimiento caracteristico {al del
micoplasma), mismas gue fueron positivas ¢ la prueba de dependencia de
estercles. En la prueba de IC, 41 fueron positivas {tomando en cuenta ios datos de
acuerdo a gue a fueran o no positivo a M. hyopneumoniae, por medio dei
antisuerc conrespondiente) y 15 fueron negativas; dentro de éstas Ultimas cuatro
fueron positivas a M. hyorhinis pero clasificadas como negativas segin o antes
mencionade y de las reslantes no se obtuvo crecimiento de ningdn

microorganismao.

En la prueba de IF, fueron posifivas las laminiias en las que se observd un
aglomerado de coior amarillo-dimén a la luz del bronquio (Figura 2), Fueron
negativas las preparaciones en las gue no se observd ningln fipo de
fluorescencia. De cada uno de los cortes, se observd otro seriado ol iefido con et
fin de detectar fluorescencia inespecifica y que en ninguno de ellos se presentd;
los contfroles negativos ne presentaron fluorescencia al contactc con el

conjugado.

En g lectura de lo prueba de 1P, el resultado dependié de la presencia de
precipitado de color café-mamdn en ia preparacion. En general, se observd el
precipiiado sobre las estruciuras celulares (cilios y células) a la luz del bronquio; en
algunos cases no se apreciaron los cilios pero se observd al micoplasma adherido
a la supetficie de las células epitelicles. Fuera de esta zona no se observd

precipitado alguno (Figuras 3 y 4).

En las pruebas de IC, IF & (P, os resuliados de 50 muesiras fueron similares, siendo
38 positivas, 12 negativas y 6 en las que alguno de los resultados no coincidian

con los ofros (Tabia 4).
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Tabla 3.

Resumen de resultados de las 56 muestras problema en las prusbas de la

inhibicién del Crecimiento (IC), Inmuncflucrascencia Directa {IFD) e Inmunopercaxidasa

Indirecta i1P1).
PRUEBAS CONTROLES MUESTRAS
Negativo Positive 1 Positivo 2 Positivas Negativas
No. % No. %
\c - i + 4] 732 |5 26.8
it F D - + + 38 67.8 18 2.2
Pl - + 4143 76.7 13 | 2.3 |

Los sighos - y + son negativo vy positive respectivamente.
Ne: Es el nimero de individuos por resultade en lo prueba,
%: Es el porcentaje conrespecto al total de 56 muestras en cada resultado.




Figura 2. Reaccién positiva de Inmunoflucrescencia Directa scbre un corte
hisiolégico de un bronguico de pulmdn de cerdo infectado con M.
hyopneumonice. Se observa la flucrescencia en la luz def bronguio {40x) .
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Figura 3. Reaccién positiva de Inmunoperoxidasa Indirecta sobre un corte
histolégico de un bronquio de pulmdn de cerdo infectado con M.
hyopneumoniae{40X}. La precipiiacidn café-mamdn de la DAB se observa
sobre los cillos y células del epitelio bronquial.
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Figura 4. Corfe de un bronguio de pulmén de cerde infectado con M.
hyopneumoniae con resultado  negative en  la prueba de
inmunoperoxidasa Indirecta [40X). No se observa precipitado sobre la
superficie del corte.



X

Tabla 4. Combinacion de resultados de las 56 muestras en las pruebas de IC, IFD e IP1.

Combinacidon de resuitades

Pruebas
_ No. de muesfr; ‘;ﬁ fC IFD -lﬁPm[ o
38 67.85 + + +
o _];_ 21.42 V”_W | _ _
3 5.35 ] _ B N +
N )
] 1.78 + - -




4.6 EVALUACIOMES DE LAS PRUEBAS.
Sensibilidad y especificidad de las pruebas de 1Pl e FD:

La sensibitidad v la especificidad de las pruebas de 1P} ¢ IFD se musstran en las
Tablas 5y 6 respectivamente.



Tabla 5. Cbtencion de Sensibilidad y Especificidad de la Prueba de
inmunoperoxidasa indirecta:

Prueba de Imnunoperoxidasa Indirecta
Muestras Positivas a la Muestras
prueba Negativas a la
prueba
Presente 40 !
Enfermedad
Ausente 3 12
Sensibilidad : {40/41)100= 97.56 %
Especificidad : (12/15)100= 80.00 %
Valor predictivo Posifivo : [40/43)}100= 9302 %

Valor predictivo Negativo @ (12/13} 100 = G230 %
Eficacia de la prueba : (52 / 56} 100 = 9285 %



Tabla 4. Obtencidn de Sensibilidad vy Especificidad de la Prueba de
Inmunoflucrescencia Directa:

Prueba de Inmunofiuorescencia Directq

Muestras Positivas a la Muesiras
prueca Negalivas ala
prueba
Presente 38 3
Enfermedad
Auserte 0 15
Sensibilidad 138 /41100 = 92.68 %
Especificidad {(15/15 100 = 100.00 %
Vaior predictivo Positivo (38 /38) 100 = 100.00 %
Vaior predictive Negativo (15/18) 100 = 83.33 %
Eficacia de la prueba (53 / 56) 100 = 24.64 %



Y  DISCUSION

En este frabgjo se cisld e identificd a los micoplasmas con o prueba de
dependencia de estercles {usando la solucién de digitoning, secuesirador de
esteroles) con la que se descardd que el microorganismoe aislado fuera un
Achaleplasma, ¥ como las pruebas se efectuaron en una atmdsfera de 5 a 12%
de oxigeno se presume gue el crecimiento de Anaeroplasmas fue inhibido, dado
que estos son anaerobios estrictos. B crecimiento de Spiroplasmas se descaria
tomando en cuenfa que parasitan solo plantas {Cuadro 1). No obsiante se
comprobd que ninguna ofra clase de microorganismo fuera dislado {thongo o
baciernia){25, 27, 42, 52}.

Asi, la poblacion de individuos enfermos o infectados con M. h. g formaron
aquellos animales que al momento de sacrificarlos presentaren signos vy lesiones
pulmonares que caraclerizan a la enfermedad, de los que el micopiasma fue
aislade y que fueran positivos a la prueba de IC, asegurando de esta forma que
la enfermedad estaba presente, incrementando la probabilidad de aiklardo v
disminuyendo la de que un falso negative se preseniara. Y como animales sanos,
se consideraron a aquellos que no cumplieron con gliguna de las evaluaciones,
esto es, los que aun habiendo tenido signos no presentaron dafios en el puimdn,
de los gue no se aislé M. h., o los que fueron negafivos a la prueba de IC. Cabe
destacar que los pulmones gue presenfaban patologia muy drastica fueron
desechados ya que por lo general se encontraban presentes  otros
microorganismos gue enmascaraban la presencia dei micoplasma haciendo

imposible su aistamiento (8, 42, 52).

Por lo tanto, al grupo de animales con N. E. io formaron 41 musesiras positivas y al
de animales sanos o libres de N. E. lo constituyeron 15 muestras entre las que se
enconfraban cuairo infectadas con M. hr., de las cuales una era de campo y las

ofras tres perfenecieron a cerdos infeciados con M., hr. cepa  AICC, gue
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formaron parte de ofro trabdjo experimentai y que se frabajaron como muesiras
en ciego (38). Las poblaciones s& manejaron en téminos de la Ultima prueba de

evaluacion y que comesponde ala de IC.

Se considerd come presente la enfermedad cuando cumplié con la evaluacion
descrita aniba y ausente cuando no cumplié con dichos requisitos para efecte de

la determinacion de sensibilidad y especificidad.

Entre ia prueba de IC v Ias pruebas de IFD e Pl existié una diferencia de 10.73% y
coinciden en un 89.27%, considerando los porcentajes de positivos y negafivos

obtenidos en cada una de elias (Tabla 4).

De la comparacidon de los resultados de la prueba de IPF con la de las
poblaciones, se obtuvo para la prueba de IPI una sensibilidad de 97.56% y una
especificidad igual a 80.00%, con una eficacia de 92.85%; se presentaron 3
resultados falsos-positivos, dos de 1os cudles comresponden a muesiras infectadas
con M. hr. y una o un pulmdn sano {Tabla 2), estos resultados se atribuyen o la
presencia de anficuerpos que cruzan inespecificamente conienidos en el suero
{ya que los controles en los que se usaron el conjugado v la solucién reveladora
sobre fejidos de las muestras, no dieron coloracidon —Figura 4}. En el caso del
pulmdn sanc, en particular, no se descarta que el M. h. estaba presente en &l
tejfido pulmonar, esto es, el cerdo del que provenia Ia muestra presentd los signos
de la enfermedad y el daho en el pulmdn, pero el gislamiento fue negativo, la
prueba de IC no se realizé v se considerd libre de N. E.; posiblemente e
micoplasma estaba presente aunque en baja cantidad como para ser aislado y
no obstante se detectd en dos de fres ocasiones en que se evalud la muestra en
lo gue se presentd esta situacidn. En este (ifimo punto, igs pruebas
inmunohistoguimicas tienen la venicia, gue el micoplasma no se plerde en el

proceso y gueda expuesto haciendo su identificacion mds sencilla {14, 25).



Con respecto a las muestras infectadas con M. hr. y positivas a IPI, los resulfados
denctan que existen cruza antigénica enifre ambos micoplasmas, haciendo
necesaria una purificacion del suero (el cruce aniigénico se presentd sdlo en 2 de
4 muestras). A excepcion de estas muesiras, en ks demds se obiuvo para cada
una de ellas, resuliados semejantes en los tres eventos en los que se reqlizd Ia
prueba, haciende de ella un métocdo confiable pues sus resultados son

reproducibles y semejantes enire si.

Ahocra bien, al comparar los resultados de ka prueba de IFD con los de la prueba
de IC, se observa que fiende a dor falsos negativos ya que da 18 negativos
contra 15 verdaderos sanos {Tabla 5}, ¥ no cruza con el M. hr. ni con ofras
esfructuras en comparacidon a la prueba de IP1 (Tabla 2), obteniéndose una
sensibilidad del 92.68%, una especificidad de 100.00% vy una eficacia igual a
P4.64%.

Las diferencias de resullados enire las dos pruebas que se reflejon en g
sensibilidad y especificidad que de cada una se obtuvo se atrbuye a la pureza
de los anticuerpos utilizades. En el caso de FD se uiilizd un conjugado gue se
obtuvo inoculando a cerdos con un antigeno Tween 20 semipurificado con
Sephacryt S-300 y el anfisuero a su vez fue purficado con DEAE-celulosa; mientras
gue para la prueba de Pl se inoculd a los conejos con el antigeno completo

{cepa 194 de M. h.) ¥ en la prueba se ulilizd el suero policlonal {37, 46).

Se considera que el suero elegido fue adecuado pues fue de buena calidad ya
que sin ser purificadoe, la prueba tuve una sensibilidad v especificidad acepiables
y su rendimiento fue bueno (por la dilucidon a la que se uiilizd). Sin embargo, es
evidente la necesidad de purdficarlo; para ello han sido propuestos varios
métodos entre los que destacan los que enfrenfan los antisueros o cepas de
Eschericha coli pues elimina los anticuerpos inespecificos y cuyos procedimientos

no son muy cosioses, con lo que se favoreceria el desarrollo v la difusién de la
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prueba sin alierar, en gran medida, su costo. Por su parte, el protocolo que se
siguid para la obtencién de los antisueros ot parecer es consistente dado que ios

tres sueros obtuvieron un titulo semeiante entre ellos (17, 50, 54).

Cabe mencionar que el suero utilizade en la prueba de IPI fue evaluade anie las
fres cepas de referencia con la prueba de IC {la cual se basa en la accidn fisica
que ejercen los anticuerpos al adherise a sus respectivos antigenos en la
membrang del micopiasma impidiendo su divisién} donde solo identificd a la
cepa del M. h. con un didmetro de 5 mm y at no presentar reaccion cruzada con
las ofras dos. se considera que el anfisuero era muy afin al M. h., disminuyendo el

que un falso positivo se presentara gl identificar las muestras.

En estudios donde se evaluaron y compararon pruebas como el aislamiento, 1C, IF
e P, las mds favorecidas han sido las de iF e P, Sin embargo, enire las pruebas de
IF e IP [en cualquiera de sus variedades) es por fa (lfima por la que se han
inclinado varios autores {3, 14, 14, 25, 26, 28, 39, 42, 52}, pues ademds de que se
obtuvieron resultados semeiantes entre ambas pruebas, las de IP son practicas y
versatites, ya que pueden emplearse en ellas cortes congelados ¢ embebidos en
parafing, su desarrollo consta de pocos pasos, las laminillas resultantes pueden
ieerse en un microscopio dptico y pueden conservarse fljadas en resinas (fincidn
permanente); ademads, permiten observar a un tiempo la ubicacion del elemento
en estudio v el de las estructuras que lo rodean, obteniéndose un panorama mds
amplic de la relacidn entre ellos; mientras que para las pruebas de IF es necesario
leer las preparaciones con un microscépio de luz U. V. y no pueden conservarse
dado gue la emisidn de luz fluorescente se debilita con el paso del flempo. En un
par de estudios (28, 52) indican que la prueba de 1Pl es igual de especifica que la
prueba de IC y mas que ka de IF , pero que estas son menos sensibles gue la de PL
La diferencia de los valores que en esie trabgjo se determinaron se atfibuyen,

como ya se menciond, al tipo de anticuerpos que se utilizaron en cada caso.



En este estudio, al iguatl que los antes citades, se observo la diferencia entre las
dos pruebas, sobresaliendo ia desarrollada, no obstante ef menor tiempo de
realizacion de la prueba de IFD. La caracteristica gue sobresale en la tincién, es
gue se puede observar la ubicacién v relacidn entre las estruciuras celulares v el
micoplasma, ef gue se localizd en los bronquios solore los cilios de las células
epiteliales, lo gue también se observé en ofro estudic baje ofra técnica de
inmunopercxidasa indirecia {14); mieniras que en g prueba de IF solo se
observaron los agregados de isoticcianato de fluoresceina sobre el drea de tos

cilios sin poder cbservar las ofras estruchuras del tefido (Figuras 2y 3).

Varios aufores mencionan que la prueba de Pl es equivalente g otras varantes
de inmunoperoxidasa {puente enzimdfico, perodidasc-antiperoxidasa y sistema
aviding-bioting) dade que los resullados enfre ellas son  semejantes,
principglimente en la identificacion del antigeno en estudio v la amplificacién de
i reaccion final vy que sin embargo, la de 1Pl es mds econdmica vy sencilla pues
coma ne involucra los reactivos de laboriosa composicidn de aquellas disminuye
su costo ¥y en algunos cgsos, los pasos en su montgie: en el mismo sentido,
sefialan a fa prueba de inmunoperoxidasa Indirecta como una opcidn adecuada

en el diagndstico de Neumonia Enzodtica (10, 13, 16, 27).

Para redondear mds esle estudio se recomienda evaluar la prueba bajo un
protocolo mas amplio v elaborado, donde se pueda ver el comportamiento de la
prueba tanto en los diferentes estadios de la enfermedad, como en animales
sancs v enfermos cronicos, ¥ de esa forma ampliar ias especificacionas de la

prueba.

Asl, por las ventajas que presenia la prueba de 1Pl ante [F, IC v aistamiento {que
fueron Ias que se evaluarcon en este frabagjo) puede ser una buena opcidn como
prueba diagnodstica de ia N. E. pues reduce fiempo y materal inveriido en ello

{compard&ndola con los pruebas citodos), sin embargo no se propone como
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Unica prueba para diagnosticaria, pues de acuerdo a ofros estudios v a éste
mismo, se ve la necesidad de ufilizar mds de una prueba para evaluar diferentes
pardmetros de la enfermedad v asi poder obtener resuliados que concuerden
con los daios gue de cadd uno de los estudios se fienen para ia enfermedad v de

ésta manerg diagnosticaria adecuadamente (10, 27, 42}.
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¥ CONCLUSIONES

Al lLas pruebas 1Pt e IFD, para deteciar al Mycoplasma hycpneumonice en
pulmén de cerdo, amojan resultados semejantes, sin embarge la prueba de IPI es
mas venigiosa en el sentido de la observacidn de 1a preparacion final dadas kas
caracteristicas que presenta  cada una (apreciccidn de la morfologia, la
observacién de la preparacion en el microscdpio optico, ki conservacién de la

muesiras).

B} En ia prueba de Inmunoperoxidasa Indirecta se obtuvo unag sensibilidad de
97.56%, una especificidad de 80.00%, con una eficacia de 92.85%, ésta dltima

superior a la obtenida de la prueba de IFD.

D} Dado que en los resuliados de las pruebas IC, IFD e IPl) parg detectar al
micoplasma en cada una de ks muesikas existieron pocaos diferencicas, se
propone a la Pl como una prueba alternativa en el diagndstico de la Neumohia

Enzodtica.

E} Para mejorar la eficiencia de la prueba es recomendable la purificacidon del
suero hiperinmune conira el Mycoplasma hyopneumoniae. Por otro lado, para
gue esia prueba pueda ser viilizada con fines comerciales sefia mejor primero
encontfrar un antfigeno especifico del micoplasma, producir por un método

adecuado anficuerpos especificos hacia el y con ellos estandarizar la técnica.
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Vii ANEXO

7.1 Anexc L. Procedencia de [os sueros de conegjo.

Esta fitulacién fue el seguimienio de una inmunizacién hecha en un proyecio
anterior, con el objeto de identificar cual de los sueros empieados tenfa un fitulo
mayor de anficuerpos conira M. hyopneumoniae y empleario en la prueba de

Inmunoperoxidasa indirecta.

Asi, los animales {3 conejos de raza Nueva Zelanda de aproximadamente 1.5 Kg
de peso, que fueron proporcicnados por el Mddulo de Conejos del Centro de
Ensefianza Agropecuaria de la Facultlad de Estudios Superiores Cuautitldng
U.N.AM. v seronegativos @ M. hyopneumonice, M. flocculare, M. hyorhinis,
Actinobacillus pleuropneumoniae y a Pasteurella muffocida); fueron inoculados
bajo el protocolo de inmunizacion propuesto por Pljoan {1973). Los sueros se
titularen por medio de la técnica de ELISA indirecta utilizando el antigeno Tween
20 de la cepa 194 de M. hyoprnieumonige y un anticuerpo de cabra anti-igG de

conejo conjugado con peroxidasa {a una ditucion de 1:2500).

Bl promedio del titule de anticuerpos de cada uno de los sueros fue de 1:2044 vy &l
protocolo que se siguid consistid en aplicar por cuairo semanas consecutivas
cantidades ascendentes de 1 a 5 mi de antigeno via intramuscular, se les dejd
descansar 2 semanas y se les aplicé 5 ml de antigeno via inframuscutar, después

de 4 dias se sacrificd al conejo (50).

7.2 Anexe 2. Medio de Cultivo de Friis modificado (53, 66):

Ingredientes y preparacion de estos:

Soluciéon de Hanks™ (pH 7.4):



CaCli, 1.4 g
KCI 40 g
KHzPO4 046 g
MgSO,.7H0O 10 g
NacCl 80.0 g
NazHPO. 9.0 g
Glucosa 10.0 g
Agua destilada c.b.p. 1C00.0 ml

Se djustd el pH, se llevd a volumen y se esterllizd por filiracion.

Extracto fresco de levadura:

Se disolvieron baras de levadura fresca a una temperatura enire 80 y 87 °C
durante 30 min en un amortiguador isoténico de fosfatos (PBS) pH 7.2-7.4, 0.1 M a
una concentracion final de 20%. Una vez disuelta la levadurg, se centrifugd a 5000
x g por 20 min, se filird con cartuchos de decreciente porosidad {de 0.45y de 0.22
n de porosidad} v se esterilizéd en un carfucho de (.22 p de famafio de poro v se
conservo a 20 ¢C.

Suerc caprino:

Exiraida [a sangre y una vez confraldo el codgule (24 hrs después de la
extraccion) el suerc se centrifugd a 5000 x g por 10 min. Posteriormente, se
inactivd a 56 °C/30 min y esterilizd por filfracién en un cartuche de 0.22 n de

porosidad (se prefitrd en carfuchos en decreciente porosidad).

Solucidn de rojo de fenol 0.20%:
Se disolvieron 0.20 mg en 100 ml de agua destilcda. Se agregd stanoi en
cantidad minima para su disclucion total.

Solucién de lacicalblimina y DNA:

Se disolvid la canfided adecuada, se disolvieron en solucidn de Hanks y se
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esterilizd por filiracion.

Composicién del Medio de Frils, pH7.4-7.5:

Solucidn de Harks, pH 7.4 304.0 mi
Extracio de levadura al 0% en PRS pH 7.2-7.4, 0.1 M 18,0 mi
Suerc caprino 18.0 mi
infusién cerebro corazén 4.0

PPLO 5.0
Lactoalbumina 20

Rojo de fenol al 0.20% 7.0 mi
DNA 0.1 g
Agar purificado 0o gr*
Agua destilada c.b.p. 1000.0 mi

Preparacidon del medio:

Liquido:

Sdlido:

3= mercld la infusidn de cerebro-corazdn, €l PPLO, la solucian de woje
de fenol y el agua destilada, se gjustaba el pH con NaOH vy se
esterilizd en autoclave a 121 %C/15 min. La soclucidn de Hanks, la
lacicalptming v el DNA, &l suero caprino vy &l extracto de levadura se
mezclaron {en condiciones de esierifidad) con la solucién anterior,
una vez que aquelia tuviera una temperatura soporiable al tacto. El
medio se sivié en tubos de cullivo, se les sometid a prueba de
esterilidad y se conservo a 4 9C.

En este casc se tomd la cantidad de agar** necesario y se colocd
con los ingredienies que se esterilizaban en acutoclave, integrandole
posteriormente, los demas componentes de ka forma antes descrita.
El medic se sirvid en cajas de cultivo, se sometid o prueba de

esterlidad y se conservo a 4 °C,
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7.3 Anexo 3. Sensbiidad y Especificidad {11, 18, 24, 35).

Neo. de Muestras

Prucka

|

Neo. de Muesiras

Positivas Negativas
No. de individuos
Con enfermedad A B
Enfermedad
No. de individuos
Sin enfermedad C D

Donde: A = niumero de individuos enfermos closificados correctamente por ia

prueba o verdaderos enfermos; B = nGmero de

individuos enfermos mal

clasificados por la prueba o falsos sanos; C = nimere de individuos sin Kk

enfermedad mat clasificados por la prueba o falsos enfermos vy © = ndmere de

individuos sin o enfermedad comectamente clasificados por ia prueba o

verdaderos sanos.

Sensibilidad: (A/A+B) x 100

Especificidad: {D/C+D) x 100

Valor prediciive Positivo: (A/A+C) x 100

Vator predictivo Negativo: {D/B+D) x 100
Eficacia de la prueba: {A+D) / (A+B+C+D) x 100
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