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RESUMEN 

Dentro de las enfermedades que afectan al ganado porcino se encuentra la 

Neumonía Enzoótica a la que se le considera como una enfermedad infecto 

contagiosa, de carácter crónica y que ocasiona pérdidas económicas 

considerables, pues en general la morbilidad es alta e involucra a individuos 

jóvenes y adultos. Clínicamente es imperceptible (lo que favorece su 

diseminación provocando enzootias). Las lesiones que provoca se localizan en los 

pulmones, en los lóbulos apical y cordíaco, con una coloración gris purpúrea; 

histológicamente se da una hiperplasia linfoide. 

El agente causal de la enfermedad es el Mycoplasma hyopneumonfae; en 

general los mico plasmas son organismos cuyo aislamiento y crecimiento en el 

laboratorio es muy laborioso y complicado, impidiendo con ello que el 

diagnóstico de la enfermedad se de por métodos tradicionales (aislamiento y 

pruebas bioquímicas). Actualmente se han implementando técnicas serológícas 

e inmunohistológicas (inmunofluorescencia) para su diagnóstico. 

La finalidad de este trabajo fue el adaptar o desarrollar una prueba de 

inmunoperoxidasa indirecta como método de diagnóstico para dicho 

padecimiento y evaluarla frente a poblaciones de animales sanos y enfermos 

determinadas bajo la conjunción de varios parámetros (signos, caracteristicas 

histológicas de las lesiones, aislamiento y prueba de inhibición del creCimiento) y 

también, comparar los resultados y la metodología de ella con la de la prueba de 

inmunofluorescencia directa (reconocida como prueba diagnóstica para la 

enfermedad). 

De los resultados que se obtuvieron entre las pruebas de inmunoflurescencia 

directa e inmunoperoxidasa indirecta con respecto a la de inhibición de 

crecimiento, no existe diferencia entre los resultados que de cada una de ellas Se 

111 



obtuvieron. La prueba de inmunoperoxidasa indirecta obtuvo una sensibilidad de 

97.56% y una especificidad de 80.00% concluyendo que puede ser una 

alternativa en el diagnóstico de la Neumonía Enzoótica puesto que es una 

prueba poco laboriosa y confiable ya que sus resultados son reproducibles. 

IV 



INTRODUCCION 

1.1 NEUMONIA ENZOOTlCA 

La Neumonía Enzoótica (N. E.) es una enfenmedad centro de diferentes estudios, 

tanto por el cuadro clínico que provoca como por las consecuencias productivas 

o zootécnicas que conlleva (principalmente la baja en la calidad del producto 

final y pérdidas económicas). Se tiene conocimiento de su existencia desde hace 

aproximadamente 100 años, se comenzó a estudiar detenidamente entre los 

años de 1931 y 1950, siendo hasta el año de 1965 cuando se logró aislar y 

caracterizar a su agente causal, el Mycoplasma hyopneumoniae (M. h.), mismo 

que pertenece a la Clase de los Mollicutes (Cuadros 1y 2) Y cuyas características 

biológicas han representado un problema para el diagnóstico de la enfermedad 

(29,55,60). 

La N. E. es una enfermedad común entre el ganado porcino. A nivel mundial, se 

ha reportado que de un 85% a un 95% de los animales la padecen en algún 

momento de su vida y de estos hasta un 70% presenta lesiones que se pueden 

apreciar al sacrificio, esto último depende de la edad en que cada animal quedó 

infectado y el tiempo que le llevó recuperarse, sin embargo, no es causa de 

mortalidad (3, 29). 

Económicamente es importante ya que está asociada al retardo en el 

crecimiento de los animales que la padecen (que va de un 9 a 16% menos al que 

tienen los animales sanos), reflejándose en la pérdida de un 10 a un 14% de la 

conversión alimenticia y trayendo como consecuencia el invertir más tiempo, 

mantenimiento, alimentación, medicación, etc., en su desarrollo. Sin embargo, 

dado que la enfermedad predispone a infecciones secundarias, tanto virales 

como bacterianas, se pueden presentar mayores pérdidas pues por lo general, 

son las sinergias que se dan con ellas las causas de un adelgazamiento progresivo 
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Cuadro 1. Taxonomía del Micoplasma hyopneumoniae (47,57,63). 

REINO--¡ ,::~::"¡ C,,;r-=0RD:N- -] 
_ __ _ _ ____ _ , lo presencia o 

I Segun Según I ClusenClo de 

e-_~~~~1er __ Wo",-e - - 1- parecJ!:elulor) T----
~;:~:~::~Ol I 

I - - - T -Gracllicutes I 

~ • Firm~:ut"s_~ ___ -1----
Manera 

Mycoplasma I 

-1 
ESPECIES i 

----~ 

Bacteria o 

; Procaryonfe (Eubactcrlas) Tenerlcutes I 
,Mycoplasma _h~~p_~:u~.~~'~e I 

lI) MycopJosmatales Mycoplasmataceae M. spp. l 
] • I ¡Jreplosma -- ---1 

;~~~~~~ 
--- --- -- -- -j 

Fungi i (Eucaryotes) 
----------1 

Animalia i 
~-------~--- L 

~ I j;ChOlePlasmatales 1
I S~ir~Jas~~ace_~~í - I 

, Anaeroplosmatales -r-----: 
______ ~ ___ J I 

__ L __ 



Cuadro 2. Algunas propiedades de la Clase Mo/licutes (53, 55, 66, 68). 

PropIedades dlstlnflvas de 
ClasIfIcacIón cada familia y género Habltaf 

, 

Orden I Mycoplasmatales 

'Fr' amllol Mycoplasmataceoe Necesitan esteroles (colesterol) 
. para su crecimiento -_._--

Género 1 MycopJasma No hidrolizan urea, hidrolisan Humanos animales, plantas e 

.-?<ai!2!Da insectos 
Género II Ureplosma Hidrolisan urea, no hidro lisa n Humanos y animales 

arginina 
.. 

Familia Ir So;roo/asma/aceae Filamento helicoida! 
Género J Spiroplasma Sólo parasitan artrópodos y 

I plantas 
Orden " Acholeplasmata/es 

, --
Familia 1 Acholeplasmafaceae No hidrolisan urea ni arginina, no 

necesitan colesferol. resisten 
concentraciones elevadas de 
digitonina --

Género 1 I Acholeplasma I Animales, [2lanfas e insectos 
Orden III Anaeroplasmatales 

._-----
Familia 1 Anaeroplasmataceoe Anaerobios obligados 

Género 1 I Anaeroolasma r Bovinos y ovinos 
Género II I Asterol2Jasma 1 Plantas e insectos 

w 



de los cerdos e inclusive del deceso de los animales afectados (1, 7,8,12,45,51. 

60,64). 

Lo N. E. es uno enfermedad que por sí solo no causo un cuadro clínico severo, se 

caractertza por la presencio de tos seco, respiración abdominal. sobre todo 

cuando los animales se agitan, ligero incremento en la temperatura, de 1 o 1,5 oc. 
y ocasionalmente ligeros escurrimientos nasales. En lo mayorla de los cosos la 

enfermedad posa inadvertido por el personal encargado, favoreciendo su 

diseminación en los granjas (enzootias) y el estado crónico en algunos de los 

animales (29, 55), 

Si bien lo edad no es un factor predisponente de lo enfermedad, son las primeros 

semanas de vida (entre la segundo y lo sexto) donde por lo general son más 

susceptibles los lechones. Al parecer las portadoras del micoplasma son las 

hembras jóvenes (con boja inmunidad) los cuales lo transmiten o los lechones, por 

medio de aerosoles o secreciones nasales, y ellos o su vez, lo transmiten a otros 

lechones al ser reagrupados en el momento del destete. Se presume que el 

tiempo de incubación y el tiempo que tardan en manifestarse los signos de lo 

enfermedad se do entre los 5 y los 16, días en lechones de 2 o 6 semanas de 

edad, dependiendo del tiempo de exposición, concentración y virulencia de lo 

cepo o lo que se expongan los animales, así como de lo capacidad de respuesta 

de codo uno de ellos ante lo infección (4,22,48,55). 

El M. h. penetro en el aparato respiratorto del cerdo con el aire inspirado. Por sus 

pequeños dimensiones, que van de 0,1 o 0.2 ~, evade los mecanismos de defensa 

mucociliar (movimiento ciliar) pero también los altero y llego o los cilios de los 

células epiteliales del área cordioventral del pulmón, esto es, los lóbulos apical y. 

cardíaco derechos, estableciéndose y colonizando mediante ciertos mecanismos 

de citoadsorción, pues aunque se ha demostrado lo existencia de adhesinas u 

organelos en lo superficie del micoplasma (de ortgen protéico y glicoprotéico) y 
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la existencia de receptores en la superficie de las células del tracto respiratorio del 

cerdo a los que se fija el micoplasma al parecer especifica mente, los mecanismos 

por los cuales se establece y colonizo el epitelio alveolar son desconocidos. Así 

mismo se ha visto que libera varios metabolitos (proteínas citotóxicas, factores 

mitogénicos) que favorecen su adhesión y posterior reproducción en el epítelio 

pulmonar (12, 21,44,61. 69, 70, 71. 73). 

Algunos de estos factores han sido señalados como la causa de la alteración de 

la respuesta inmune por parte del animal infectado pues al parecer el 

micoplasma posee algunas propiedades de inmunomodulación reflejándose en 

la alteración de los linfocitos T y la reducción fagocítica dada par una alteración 

en la función de los macrófagos alveolares. Otro factor importante es que 

después de haber tenido contacto con los linfocitos, el micoplasma presenta en 

su superficie antígenos linfocitarios parecidos a los del hospedero, desviando la 

respuesta que se pudiera montar contra él, dando origen a una respuesta 

autoinmune en contra del propio tejido pulmonar, alterando o dañando al 

mecanismo de defensa mucociliar (se observa primero la disminución de la 

función de los cilios de las células epiteliales de los bronquios, luego la pérdida de 

los cilios y por último, la de las células que los contenían), disminuyendo la 

capacidad de eliminarlo a él, así como a otros agentes oportunistas. Sin embargo 

no se han encontrado evidencias de que pueda o tenga características invasivas 

(6,8, 12,32,44). 

Los cambios que se dan en el tejido pulmonar son el reflejo de la respuesto 

inmunológica, con la presencia de poca inflamación y secreción (la que es 

escasa pero constante). Las lesiones que desarrolla la N. E. en el pulmón se 

presentan a simple vista como áreas colapsadas o consolidadas bien 

demarcadas, de consistencia poco firme y coloración gris-purpúreo; 

manteniéndose de esta forma durante toda la infección y distinguiéndose 

claramente del tejido pulmonar sano que es de color rosado, de consistencia más 
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firme y sin la presencia exudado calarral en bronquios (55, 62). 

Hislológicamente la lesión está caraclerizada por un incremento en el número de 

linfocitos en los tejidos perivasculares, peribronquiales y penbronquiolares, mientras 

que en las áreas de las paredes alveolares y de la lámina se acumulan 

polimorfonucleares. Según avanza la enfermedad se aprecia la pérdida de cilios 

y posteriormente la de las células a las que pertenecían. A la par puede 

observarse, una mayor proliferación del tejido y el aumento de secreción. Puede 

decirse que una caracteristica constante es, una hiperplasia bronquial del 

epitelio, con una progresiva y persistente hiperplasia linfoide. Cabe destacar que 

los espacios alveolares no son invadidos por mononucleares o polimortonucleares, 

lo que si sucede en otro tipo de neumonías (ocaSionalmente los neutrófilos y 

macrófagos son encontrados en la luz de bronquios y bronquiolos) (4, 14, 23, 55). 

La recuperación de las lesiones se da poco tiempo después, sin embargo ésta es 

parcial, pues se pueden seguir apreciando áreas consolidadas y colapsadas de 

color rojo, fisuras y una leve fibrosis que parece segmentar los lóbulos. Los alveólos 

pueden quedar colapsados y con una ligera hiperplasia de los nódulos linfáticos 

(12,23,48,67). 

El tiempo en el que se manifiesta la infección así como el de su resolución, es muy 

vanado pues depende de faclores tales como la virulencia de la cepa 

involucrada (la expresión de proteínas o glicoproteínas), el estado y respuesta de 

cada animal y de los cuidados que se les prodiguen; aún así, se ha concluído que 

entre la tercera y quinta semana de que se presenta la infección, se detectan los 

mayores daños en el pulmón y alrededor de la novena y décima semanas queda 

resuelta. Por su parte la resolución, esta ligada o correlaciona con el tiempo en 

que se da la producción de IgG y/o sensibilización de linfocitos de torrente 

sanguíneo aunque los anticuerpos confieren poca protección en los animales 

infeclados (9,43,48,55,67,72). 
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Por lo antes mencionado (inmunomodulación, autoinmunidad e interferencia con 

la remoción microbiana). la presencia del micoplasma se considera un factor 

predisponente para el establecimiento de infecciones bacterianas o virales 

secundarias. Entre los agentes involucrados en segundas infecciones se 

encuentran Pasteurella multocida, Acfinobacillus p/europneumoniae, Sa/monefla 

cholerasuis, Bordetefla bronquiseptica y adenovirus. Así, la asociación o sinergia 

del M. h. con otros lactores es lo que ocasiona pérdidas económicas graves en 

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

Entre los principales laclores predisponen tes para la infección del micoplasma 

están una deficiente alimentación, el estrés, cambios de clima bruscos, mala 

ventilación, temperaturas inestables, infecciones virales pasajeras y el 

hacinamiento. Así pues, evitando la presencia de estos factores y con las 

medicaciones y vacunaciones adecuadas, la N. E. no causa retraso en el 

crecimiento de los animales (55, 68). 

Cuando la enfermedad se manifiesta, los tratamientos a seguir se basan 

principalmente en el uso de tetraciclinas, tilosinas, clortetraciciinas y sullaminas. En 

cuanto a las vacunas no se ha desarrollado una que realmente confiera 

inmunidad, pues por la baja antigenicidad de la membrana del micoplasma así 

como por la semejanza de ésta con la de los mamíferos, la protección que 

confiere es baja, no duradera y en algunos casos producen lesiones al ser 

inoculadas (en la vía por la que se administra) debido a los adyuvantes utilizados 

(30,31,33,34,43). 

El diagnóstico de padeCimientos en los que intervienen procesos bacterianos en 

animales y que comprende el evaluar los signos que presenta el animal. los 

daños a nivel macroscópico y microscópico de los órganos afectados, del 

aislamiento y la identificación con pruebas bioquímicas del microorganismo 
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causal del daño, involucran actualmente a pruebas de orden serológico, 

histoquímico o la identificación de material genético, dependiendo del agente 

causal en cada uno de ellos (24). 

En el caso de la N. E. un diagnóstico presuntivo se basa en la sintomatología que 

presenta el cerdo y una vez sacrificado, en la observación de las lesiones que se 

encuentren en los pulmones, a niveles macroscópico y microscópico. En otros 

padecimientos, el procedimiento a seguir es el aislamiento y correcta 

identificación, no obstante, dada la naturaleza y características del micoplasma, 

su identificación confirmatoria por medio de pruebas bioquímicas es muy poco 

práctica, entre otras causas porque requiere de varias semanas para su 

aislamiento y crecimiento, así mismo es necesario emplear medios enriquecidos, 

relativamente costosos y laboriosos en su preparación. Entre los componentes que 

se adicionan al medio están infusión de cerebro y corazón, extracto de levadura, 

ADN, y suero equino o porcino, con el objetivo de proporcionar al micoplasma los 

compuestos que no es capaz de sintetizar y que originalmente los toma de las 

células al momento de infectar el pulmón (como peptonas, enzimas digestivas, 

NADH, iones y minerales, aminoácidos, ácidos grasos esenciales, colesterol, 

fosfolípidos y vitaminas principalmente). Otro inconveniente es el pobre 

rendimiento que se obtiene de los cultivos lo que impide el poder contar con 

suficientes células de micoplasma con las que se puedan inocular las 

subsecuentes pruebas; además, es muy común que se obtengan falsos negativos 

pues generalmente la cantidad de micoplasma en el pulmón no es suficiente 

para su reproducción en medios sintéticos, por lo cual, es necesario contar con 

más pruebas que verifiquen con mayor con fiabilidad la presencia de la 

enfermedad (53, 66). 

En sí, el diagnóstico rutinario de la N. E. por medio de la evaluación de la lesión y 

por el aislamiento puede verse alterado, pues las lesiones de N. E. en ocasiones 

son confundidas por las producidas por algún tipo de lesión o infección ajenas a 
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la enfermedad (la influenza, por ejemplo) y si la causa del daño es la presencia 

del mico plasma, en la mayoría de los casos no puede ser aislado pues se pierde 

en los pasos que se siguen para ello (principalmente en el macerado de la 

muestra pulmonar); por otro lado en algunos casos de pulmones sin lesiones se 

llega a aislar el micoplasma (3,27,28,42,52). 

Por lo tanto, se han desarrollado pruebas inmunológicas para confirmar su 

diagnóstico, tanto serológicas como inmunohistoquímicas (53, 62, 66). 

En general, las técnicas serológicas como la fijación de complemento (FC), la 

aglutinación de látex (AL) y el ensayo ligado a una enzima (ELlSA), han 

demostrado ser sensibles y específicas permitiendo ocuparlas como pruebas 

diagnósticas en diferentes tipos de padecimientos; sin embargo, en el caso de la 

N. E. a nivel de campo, la eficacia diagnóstica de cada una de ellas se ha visto 

alterada pues se presentan frecuentemente falsos negativos y positivos en estas 

pruebas ocasionados los primeros por Id pobreza inmunogénica de! micoplasma y 

los segundos se atribuyen principalmente a que el M. h. tiene antígenos 

membranales semejantes a los que presentan el Mycoplasma flocculare (M. f.) Y 

el Mycoplasma hyorhinis (M. hr.). En el caso particular de los lechones, los 

anticuerpos producidos por la infección no pueden ser diferenciados de los que 

ellos obtienen por medio del calostro (10, 15, 17, 19,58). 

Las técnicas que hasta el momento han sido más certeras en el diagnóstico de la 

N. E., son las de FC y ELlSA. La prueba de FC detecta anticuerpos en las primeras 

semanas posteriores a la infección y liene relación con la observación de lesiones 

a nivel microscópico, sin embargo no diferencia entre animales enfermos y 

convalecientes; por su parte, la prueba de ELlSA ha resultado ser más sensible 

pues detecta anticuerpos desde la primera y la segunda semanas pos-exposición 

hasta 15 semanas posteriores a ésta y correlaciona con los daños en el pulmón (2, 

5, 15,40,49,56). 
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Técnicas como la de la reacción en cadena de la polimerasa (peR), que a pesar 

de ser muy sensibles y específicas, resultan todavía, ser muy poco costeables para 

el diagnóstico de la enfermedad y sobre todo, en el monitoreo de las granjas 

porcícolas (58). 

Dentro del grupo de pruebas inmunocitoquímicas e inmunohistoquímicas se 

encuentran las pruebas de Inmunofluorescencia (IF) e inmunoperoxidasa (IP), 

pero hasta ahora, la más empleada en la detección del micoplasma sobre tejido 

pulmonar ha sido la primera (53,66). 

Estas últimas han demostrado ser tan sensibles y específicas como las serológicas 

pero con la ventaja de disminuir el error de un falso positiva causado por el cruce 

antigénico entre micoplasmas, ya que pueden utilizarse anticuerpos específicos 

que pueden identificar directamente al mico plasma sobre el tejido (26,27, 28). 

1.2 PRUEBAS INMUNOHISTOQUIMICAS 

El grupa de pruebas inmunocitoquímicas o inmunohistoquímicos tienen su 

fundamento en la identificación de un aniígeno determinado por medio de un 

anticuerpo específiCO, al igual que en otras pruebas de tipo inmunológico, pero 

con la caracteñstica de que los antígenos forman parte o pueden ser observados 

en la estructura de lo que inicialmente provienen, esto es, cortes de tejido u otro 

preparado como extendidos o impronias celulares; permiiiendo estudiar las 

caracteñsticas morfológicas, la localización de compuestos hísticos y celulares en 

procesos o condiciones normales o patológicas (como la producción de 

isoenzimas, marcadores tumorales). o identificar otro tipo de compuestos y 

partículas tales como virus, bacterias, anticuerpos, etc. en dichas estructuras. 
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Dicho material además, sirve de soporte para las posteriores reacciones que 

tienen como fin el visualizar la presencia de detemninado elemento con 

sustancias coloridas (marcador que por si mismo pueda ser identificado como los 

fluorocromos) o la formación de ellas (que necesite de reacciones posteriores 

para que pueda ser evidenciada su presencia). De aquí se desprende la división 

de las pruebas Inmunocitoquímicas, las pruebas de IF y las de IP (24,36,39). 

Las pruebas de IF fueron las primeras en ser desarrolladas y se caracterizan por el 

uso de compuestos fluorescentes o fluorocromos conjugados a los anticuerpos 

que, indirecta o directamente quedan unidos al antígeno y son observados con 

un microscopio de luz ultravioleta (U.V.) El isotiocianato de fluoresceína es el 

fluorocromo más utilizado y el que puede ser observado haciendo incidir sobre la 

preparación luz entre 450 y 490 nm de A y con un filtro amariHo puede observarse 

de color amarillo-verde sobre las preparaciones; éstas no pemniten ser 

conservadas por tiempos prolongados pues la energía luminosa se pierde al paso 

de los días pues se deteriora o se pierde la fluorescencia del compuesto (25,39). 

Por su parte las pruebas de IP utilizan como marcador a la enzima peroxidasa 

(extraída del rábano picante y de donde toma nombre la prueba). El uso de 

enzimas, en este caso la peroxidasa, ha ampliado la variedad de tinciones 

debido a que se pueden ocupar varios sistemas sustrato-cromógeno según las 

necesidades de cada caso. En general los sistemas más utilizados son aquellos 

que como producto final forman un precipitado insoluble, en solventes orgánicos, 

sobre el sitio donde se encuentra la peroxidasa (y por consiguiente, el antígeno 

en estudio) permitiendo contrateñir y fijar con resina las preparaciones. Entre estos 

sistemas se encuentra el de H20z-diaminobencidina (donde la enzima reduce el 

perÓXido de hidrogeno y posteriomnente se oxida la diaminobencidina) cuyo 

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

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



modalidad de la prueba cuyas principcles variantes son: prueba directa, prueba 

indirecta, sistema peroxidasa-antiperoxidasa o complejo avidina-biotina, Entre 

estas variantes, la amplificación de la coloración, producto de la cantidad de 

peroxidasa ligada al sistema de coloración es su característica principcl de 

diferenciación, Sin embargo, ello involucra un gasto mayor en reactivos, 

aumentando el costo de la prueba, No obstante, cada una de ellas ha 

demostrado ser satisfactoria en sus resultados cuando se cuenta con material de 

buena calidad (principalmente el buen funcionamiento de los anticuerpcs 

involucrados) y una técnica bien montada (Cuadro 3). En tocos los casos se tiene 

la alternativa de poder conservar las prepcraciones mediante su fijación en 

resinas o su contratinción sin afectar sus características iniciales y sobre todo, el 

que pueden ser observadas con microscópios ópticos (20,24,36,41). 

Así. el fundamento de la prueba de IPI se basa en tres reacciones principales que 

tiene como base un corte histológico o impronta donde se encuentre el antígeno 

a ser estudiado: 1) la identificación de un antígeno con un anticuerpo primario 

homólogo y específico al antígeno y que posterior a una incubación adecuada, 

2) se aplica e incuba con un anticuerpo secundaño conjugado a la enzima 

(anticuerpo contra el anticuerpo primario proveniente de una especie diferente) 

y 3) la aplicación e incubación con la solución sustrato-cromógeno más 

adecuada a los propósitos finales, Todo lo anterior sin olvidar los pertinentes 

lavados (con una solución adecuada) entre cada paso para eliminar cualquier 

sobrante de compuesto que pudiera interferir en la tinción (anticuerpos no 

acopiados principclmente). Finalmente, la lectura de las laminillas se observan 

con un microscópio óptico y pueden hacerse de ellas tinciones permanentes 

(Figura 1) (24,36,41). 

12 



Cucldro 3. Métodos de Inmunoperoxidoso más utilizCldos (20,24.36,41). 
-------~------I 

\ 

MODALIDAD PASOS VENTAJAS DESVENTAJAS j' 

------------

lnmunoperoxídasa directa 
l.-Unión del antígeno con un anticuerpo Corto Hempa de tine ión, 
especifico marcado con peroxidasa y 

Contar con un Ac 
especifico morcado cor¡ 
peroxidasa. 

i Inmunoperoxldasa Indirecta 

Puente enzimático 

PeroxidClsa -antiperoxidasa 

2 - Solución reveladora 

l.-Unión del Ag a un Ac especifico 
2.-Unión del Ac específico a un anti-Ac 
conjugado a 10 peroxidasa 
3.- Solución reveladora 

l.-Unión el Ag con Ac especffico 
2.- Unión de la enzima al Ac esp. 
3.- Solución reveladora 

l.-Reconocimiento y unión dHI Ac 
primario con el Ag 
2.-Uni6n del Ac específico con un anti
Ac (Ac contra el primer anticuerpo y 
contra la peroxidasa) 
3.-unión de la peroxidasa al anti-Ac. 

______________ 4.- Solución reve¡ado",ra~ __ 

Complejo Avidi'la - biotina 

l.-Formación del complejo Ag-Ac 
2.-Unión del Ac con un anti-Ac 
conjugado a avidina 
3.-Unión del avidina con el conjugado 
de biotina-peroxidasa. 

_____________ 4:- Solución reveladora 

No es necesario contar con 
un Ac especifico y aumenta 
la intensidad de la tinción. 

Se dobla el tiempo de I 
tindón. , 

---------- ------------

Se reducen inespecificidades Desperdício de peroxidasCl, 
y aumenta la tindón, 

Se reducen reacciones 
inespecíficas y aumenta la 
intensidad de la tinción. 

Se reducen reacciones 
inespecfficas y aumenta la 
intensidad de la tinción. 

---------1 
Aumenta El! tiempo 
corrimiento, el gasto 
reactivos y costo. 

Aumenta el tiempo 
corrimiento, el gasto 
reactivos y costo. 

de 
de 

de 
de 

Donde' A~l :: antfgen(), Ac espedfico <= anticuerpo espeC~lco al antrgeno (marcado con perox1dosal. antJ·Ac· '" anticuelpo conjugado a peroxidma contra la 
Inmunoglobullno correspondiente. 



Figura 1. Esquema del tren de tinción de la prueba d'e l\1munopelOxid\lsa 
Indirecta. 

A) Previo bloqueo de la peroxidasa 
endógena y sitios de unión para 
anticuerpos inespecificos, se agrega el 
anticuerpo primario. 

B) Seguido de un lavado adecuado, 
se agrega el anticuerpo secundario 
(conjugado a la peroxidasa) al primario. 

e) Después de otra serie de lavados, 
se agrega la solución reveladora; por 
último se lava la preparación y se 
observa al microscopio. 

11 
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11 PLANTEAMIENTO DH PROBLEMA. 

21 JUSTlFICACION 

La N. E. es una enfermedad que debido al agente que involucra, M. 

hyopneumoniae, es difícil de diagnosticar por los métodos 

tradicionales tales como el aislamiento y las pruebas bioquímicas, 

por lo que se han buscando nuevas técnicas que evidencien su 

presencia como son las pruebas de orden inm unológica que 

detectan anticuerpos contra el micoplasma o en su defecto, que lo 

localicen sobre el tejido pulmonar por medio de pruebas 

inmunohistoquímicas, tal es el caso de la IFD que ha sido aceptada 

como prueba diagnóstica de la N. E. Y que no obstante, su 

aplicación tiene varios inconvenientes (principalmente el que la 

flüorescenc[o se pierde con el tiempo impidiendo conservar las 

preparaciónes por largos períodos y que para su lectura es 

necesario contar con un microscopio de luz fluorescente). En el 

presente trabajo se montó una prueba de IP ya que presenta 

ventajas frente a la de IFD (como son el que los preparaciones 

finales pueden ser leídas en un microscopio óptico. pueden ser 

conservadas pues son tinciones permanentes que pueden fijarce 

con resinas). La prueba de IPI en resultados es semejante a las otras 

modalidades aunque menos costoso, motivos por los cuales fue escogida para 

ser desarrollada y evaluada con respecto a los métodos de aislamiento

identificación (prueba de Inhibición del crecimiento) e IFD con el fin de 

proponerta como una alternativa en el diagnóstico de la Neumonía Enzoótica. 

15 



2.2 ttII'OTESIS 

Si la prueba de Inmunoperoxidasa indirecta funciona como prueba diagnóstica. 

entonces los resultados que se obtengan de las pruebas de Inhibición del 

crecimiento e Inmunofluorescencia directa serón similares en cada una de los 

muestras. 

2.3 OBJETIVOS 

2.3.1 Objetivo General: 

Desarrollo de una prueba de Inmunoperoxidasa Indirecta para detectar al M. 

hyopneumoniae en cortes histológicos de tejido pulmonar de cerdo con lesiones 

presuntivas de Neumonía Enzoótica. 

2.3.2 Objetivos Particulares: 

Al Determinar las poblaciones de animales sanos y enfermos a 

partir de las muestras seleccionadas. 

BI Estandarizar la prueba de Inmunoperoxidasa Indirecta sobre cortes 

histopatológicos de tejido pulmonar porcino. 

Cj Comparar los resultados obtenidos de las pruebas de Inmunoperoxidasa 

indirecta i1PII e Inmunofluorescencia directa (IFD). 

O) Determinar la sensibilidad y la especificidad de la prueba de IPI. 

comparando los resultados de ésta con la prueba de Inhibición de 

Crecimiento (o poblaciones de animales sanos y enfermos). 
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111 METODOlOGIA 

3.1 TlTULACION DE lOS SUEROS DE CONEJOS INMUNIZADOS CONTRA M. 

hyopneumonioe: 

Se titularon 3 antisueros de conejos inmunizados con la cepa 194 de M. 

hyopneumoniae (donados por el Dr. Tonatiuh Cruz Sánchez) con una prueba de 

ELlSA indirecta (Anexo 1). 

3.2 TITULACION Del ANTICUERPO SECUNDARIO O CONJUGADO: 

Se utilizó un anticuerpo de cabra antHgG de conejo conjugado a peroxidasa 

(Sigma Immunochemicals). Su titulación se realizó mediante la prueba de ELlSA 

Tween 20, empleándose microplacas de poliestireno sensibilizadas con el 

antígeno de M. hyopneumoniae cepa 194 (donada por el Dr. Ross de la 

Universidad de !owa) mediante un cuadro de ajedrez de dHuclones dobles, 

utilizando los antisueros de conejo y bajo la técnica de ELlSA (indirecto) que a 

continuación se descnbe. 

Matenal y método para la titulación de los antisueros (ElISA) (24.46.55.65): 

1.- Se sensibilizó una placa con 100 ¡.tI de solución de antígeno {cepa 194 de 

M. hyopneumoniae, diluido 1:30000 en amortiguador de carbonatos 

Na,CO,/NaHCO" pH 9.6, 0.1 M) durante toda la noche a 4 oc. 
2.- Se retiró el sobrenadante y se colocaron 300 ¡tI de solución bloqueadora de 

albúmina sérico bovina (ASB) al 3% en amortigüador de carbonatos pH 9.6, 

0.1 M. durante 30 min a temperatura ambiente. 

3.- Se virtió el contenido de la placa y se colocaron 50 ¡tI de solución diluyente 

de anticuerpos, esto es, una solución de ASB al 1 % en amortiguador de 

carbonatos pH 7.2 - 7.4, 0.1 M. a cada pozo de la placa. postenormente se 
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colocaron 50 ~I del suero problema a la primera fila de la misma placa y a 

partir de este punto, se hicieron las diluciones dobles del suero. 

4.- Se incubó ¡ hr a temperatura ambiente. 

5.- Vertido el contenido de la placa, se lavó tres veces con solución de Tween 

20 al 0.2% en solución de carbonatos, pH 7.2 - 7.4, O. ¡ M Y se retiró la 

mayor cantidad de sobrenadante por medio de golpeo. 

6.- Se colocaron 50 ~I del anticuerpo secundario o anti-lgG de conejo 

conjugado con peroxidasa, previamente diluido ¡ :2500 en solución ASB al 

¡ % en amortiguador de carbonatos pH 7.2 - 7.4, O. ¡ M. 

7.- Se incubó a temperatura ambiente por ¡ hr. 

8.- Se hicieron otra serie de lavados, tres lavados de 5 min cada uno con 

solución de carbonatos pH 7.2 - 7.4, O. ¡ M con Tween 20 a 0.2% y retirando 

el sobrenadante. 

9.- Se agregaron 50 ~I de solución de ABTS en amortiguador de pH 7.2 - 7.4, 0.1 

M con H202 010.3%. y se incubó durante 20 mino 

10.- Sin retirar !a solución anterior, se agregaron 100 ¡.¡! He! 1 !vi. como solucIón de 

cese de reacción enzlmótica y se leyó en el especfrofotómetro a 405 nm. 

Los sueros se titularon por triplicado y el promedio de los eventos fue considerado 

como el título de cada uno de ellos. A partir de estos valores se escogió el de 

mayor título. Como controles negativos se utilizaron pozos sin antígeno, la 

ausencia de cede uno de las soluciones {antígeno, sueros y conjugado, y suero 

de conejo no inmunizado; no se utilizó control positivo. 

3.3 CONTROLES: 

3.3.1 Controles pulmonares: 

Como control pulmonar negativo fue elegido el pulmón de un cerdo de 

aproximadamente tres meses de edad, que provenía de una granja libre de 

enfermedades respiratorias, que no presentó lesiones macroscópicas de ninguna 
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índole, del que no se aisló microorganismo alguno y fue negativo a M. 

hyopneumoniae en la prueba de inmunofluorescencia directa. 

Las muestras pulmonares utilizadas como controles positivos correspondieron a dos 

pulmones infectados con el micoplasma; una fue de campo y la otra provino de 

un cerdo que fue inoculado con la cepa ¡ 94 de M. hyopneumoniae previamente 

y sacrificado a las 10 semanas de la inoculación. De las dos muestras se aisló el 

micoplasma y las pruebas de inhibición del crecimiento (IC), con el antisuero de 

M. hyopneumoniae, e inmunofluoresencia directa fueron positivas en ambos 

casos (Tabla ¡). 

3.3.2 Cepas de referencia: 

Las cepas de referencia utilizadas fueron: a) cepa ¡ 94 de Mycoplasma 

hyopneumoniae, proporcionada por el Dr. Ross de la Universidad de lowa; b) 

cepa Ms42 de Mycoplasma flocculare, proporcionada por el Dr. Pijoan de la U, 

de Minesota y e) una cepa ATCC de Mycop!asma hyorhinis donada por el 

N.V.S.L, lowa. De cada una de las cepas se tomaron alícuotas de 50 ~I, se 

suspendieron en 3 mi de medio líquido y se incubaron durante 10 días en baño 

maría a 37 oc, se alicuotaron y mantuvieron a 4 oC (el crecimiento de cada una 

de ellas fue inhibido por su correspondiente antisuero en la prueba de IC). Con 

ellas se evaluaron los sueros hiperinmunes (en la prueba de le) y los aislamientos 

de los pulmones controles (además de las muestras problema). 

3.3.3 Sueros hiperinmunes: 

Para !a prueba de fe se utHizarón antlsueros contra MycopJasma hyorhinis, 

Mycoplasma flocculare y Mycoplasma hyopneumoniae, que fueron purificados 

con membranas millipore de 0.22 ~, alicuotados (en ¡ mi) y conservados a -20 oC 

(donados por el N.v.S.L, lowa). 
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3.4 SElECCION y PREPARACION DE LAS MUESTRAS PULMONARES J66): 

Las muestras fueron enviadas de los estados de Nuevo León, Puebla y México, y 

provenían de animales que fueron sacrificados al presentar los signos clínicos de: 

fiebre (entre dos y tres grados), secreción nasal y sobre todo, que no aumentaban 

de peso. Sin embargo, de este primer gnu po de muestras se seleccionaron 

aquellos pulmones conservados adecuadamente, de aspecto consistente y 

cuyas lesiones fueran de color rojo-púrpura y colapsadas, descartando a aquellos 

cuyas lesiones no correspondían a Neumonía Enzoófico, como hemorragias, 

edemas o secreciones punulentas. La presencia de pigmentación verdosa o mal 

olor se consideró como estado de descomposición y también fueron descartadas. 

De cada uno de los pulmones así seleccionados, se tomaron muestras aledañas a 

una misma lesión, en las que estuviera presente un conducto bronquial rodeado 

por una parte sana y otra dañada, en caso de no presentarse lesión alguna, se 

tomó una fracción del lóbulo apical derecho, tanto para el proceso de 

aislamiento e identificación (por medio de la prueba de IC), como para hacer 

cortes y montar sobre ellos las pruebas de IFD e IPI. Las fracciones destinadas al 

aislamiento fueron congeladas a -20 oC y durante un lapso no mayor a 3 días, 

tiempo en el que se hicieron el macerado y las siembras para el aislamiento. 

Las muestras destinadas para corte se conservaron a -20 oC embebidas en TIssue

tek (crioprotector) y el corte histOlógico de ellas (tanto para IPI como para IFD) se 

hizo con criostato a 8 ¡¡ o menos de grosor, procurando que el ángulo de corte 

fuera transversal al bronquio, entre -20 y -25 oC, se fijaron en acetona a -20 oC por 

10 min y se congelaron a la misma temperatura hasta el momento de su tinción. 

Para observar el cruce antigénico con el Mycoplasma hyorhinis se trabajó con tres 

muestras de pulmones infectados experimentalmente con él, mismas que fueron 

donadas a éste trabajo por e! Laboratorio de Virología de la F. E. S. Cuautitlán y se 
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trataron como las demás muestras (38). 

3.5 PROCESAMIENTO DE LAS MUESTRAS PARA EL AISLAMIENTO E IDENTIFICACiÓN 

DEL MICOPlASMA: 

3.5.1 Aislamiento (53, 66): 

Se tomó aproximadamente 1 g de las muestras seleccionadas de cada uno de los 

tejidos pulmonares, y con ayuda de 3 mi de medio líquido modificado de Friss (ver 

Anexo 2). se maceró en un homogenizador, posteriormente se centrifugó a 5000 x 

g durante 15 min, del sobrenadante se tomaron 0.3 mi y se colocaron en un tubo 

que contenía 3 mi de medio líquido, se agitaron y volvieron a centrifugar; el 

procedimiento se repitió dos veces hasta contar con tres diluciones de una misma 

muestra. Los tubos se incubaban por 5 o 6 días a 37 oC. Con el propósito de 

purificar el cultivo, en algunos casos fue necesario, al término de dicho tiempo, 

centrifugar nuevamente y filtrar el sobrenadante a través de una membrana 

millipore de 0.22 ¡t de ancho de poro, recolectándose el filtrado en otro tubo con 

medio líquido y se incubaron por espacio de 5 a 6 días. 

Una vez obtenidos los cultivos puros, se centrifugaron y se sirvieron sobre medio 

sólido modificado de Friss y se incubaron en velobiosis de 8 a 12 días, o bien, hasta 

observar en las cajas, crecimiento característicos del mícoplasma. Si en este pase 

se observaba un crecimiento puro se hizo un último pase a medio líquido, en caso 

de no ser así, se escogía un grupo de colonias características, se resembraban en 

medio líquido y se repetía el procedimiento hasta obtener el cultivo puro, se 

conservaron a 4 oC o se continuaba con las pruebas subsecuentes (Inhibición del 

crecimiento y Dependencia de esteroles). Cuando no fue posible purificar el 

cultivo, la muestra fue desechada. 

3.5.2 Pruebas de identificación del Micoplasma (53, 66): (A) Dependencia de 
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Esteroles y (B) Inhibición del Crecimiento (IC). 

A) En la prueba de dependencia de esteroles se utilizó una solución de digitonina 

al 1.5 % en solución alcohólica al 95%, se esterilizó por filtración con membrana de 

0.22 ¡l manteniéndose a 4 oc. 

B) Para la prueba de IC se utilizaron los antisueros antes mencionados (sueros 

hiperinmunes). Procedimiento: Se tomaron de 0.3 a 0.4 mi del decantado de 24 hrs 

de los cultivos de las muestras y las resiembras de las cepas, se sirvieron sobre 

medio sólido modificado de Friis permitiendo que evaporara el exceso de líquido, 

posteriormente se colocaron 30 ¡ll de cada uno de los antisueros, de la solución 

de digitonina y de las soluciones controles sobre la superficie del agar impidiendo 

que se tocaran entre sí y nuevamente se dejó evaporar el exceso de líquido, se 

incubaron de 5 a 7 días a 37 oC y se leyeron. Se consideró positiva lo prueba 

cuando alguna de las soluciones (antisuero, solución de digitonina, alcohol, etc.) 

impedía e! crecimiento de los microorganismos en el áíeG sobíe la que se 

aplicaba cada una de ellas, y que fuera de un diámetro de 0.5 cm o más. Se 

utilizaron como controles negativos a sueros humano y caprino lnadivados y 

solución alcohólica al 95%. Como controles positivos se usaron el crecimiento de 

cada una de las cepas sin soluciones. 

3.6 lECNICA DE INMUNOFLUORESCENClkOIRfCTA (IFO): 

Procedimiento (37): 

1.- A los cortes de las muestras (controles y problemas) se les aplicó una gota 

del conjugado de fluorescencia (suero de cerdo purificado y conjugado 

con isotiocianato de fluroresceina, denominado BEEN-EK y elaborado en 

la FES. Cuautitlán, UNAM); el liofilizado del conjugado se reconstituyó 1:16 

con agua estéril y se colocó sobre los cortes, de tal forma, que quedara 
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cubierto todo el tejido. 

2.- Se incubó por 30 min en una cámara húmeda a 37 oc. 
3.- Se lavó tres veces de 5 min cada una con PBS isotónico, pH 7.2-704, 0.1 M. 

4.- Se leyó en un microscopio de fluorescencia (microscópio C2 WL con 

lampara de Mg HB200 W/4 y se utilizó un filtro de excitación azul. VG 12, y 

un filtro de barrera 50) a 420 nm de A. 

Se usaron los controles pulmonares y como un control negativo adicional no se 

colocó el conjugado en cortes seriados de cada muestra. 

3.7 PRUEBA DE INMUNOPEROXIDASA INDIRECTA ¡¡PI): 

Procedimiento de la prueba (13,41): 

1.- Se colocaron los cortes (de controles pulmonares y muestras problemas) 

en metanol absoluto con 0.1 % de H,O, al 3% por 60 min, 

2.- Se lavaron las laminillas con solución de PBS isotónica (KH,PO,,12 H,O/ 

KH,PO, pH 7.2 - 704, 0,1 M) 3 lavados de 3 min cada uno, 

3,- Se retiró la mayor cantidad de sobrenadante y se colocó una gota de 

anticuerpo primario diluido previamente 1 :1000 (en una solución de 

caseinato de calcio al 0,5% o ASB al 3%, en PBS pH 7.4. 0.1 MJ, en cada 

uno de los cortes cubriéndolos completamente. 

4,- Se les incubó a temperatura ambiente durante 90 min en cámara 

húmeda, 

5.- Transcurrido el Tiempo de incubación, se hizo una segunda serie de 

lavados a las mismas condiciones que en el paso 2, 

6.- Se retiró el sobrenadante y se agregó el anticuerpo secundario, diluido 

con anterioridad 1:1000 (en una solución de caseinato de calcio al 0.5% o 

ASB al 3%, en PBS pH 7A. 0.1 M), procediendo de manera semejante al 

primario. 

7.- Se incubó a iguales condiciones (90 min a temperatura ambiente en 
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cámara húmedo). 

8.- Se lavó o iguales condiciones que en el poso 2. 

9.- Se puso lo solución de revelado de 3 o 4 ¡¡g DAB (3,3-diamino benzidina) 

en 5 mi de Tris-Hel 0.05 M, pH 7.6 Y 10 ¡¡I de H202 al 3% e incubó de 20 min, 

transcurridos los cuales se enjuagaron las laminillas con agua destilada. 

10.- Se observaron en el microscopio óptico. 

Además 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 pruebo de Inmunoperoxidasa indirecta, y 

también para la de Inmunofluorescencia directo, se obtuvieron a partir de una 

tabla2x2(Anex03) (11, 18,24,35). 
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IV RESULTADOS 

4.1 TITULO DE CONJUGADO DE PEROXIDASA: 

Se determinó un título del conjugado de 1 :3200 a partir de la prueba de ElISA. 

4.2 TlTULACION DE ANTISUEROS: 

Los tres antisueros tuvieron un título de 1 :2046 a partir de la prueba de ELlSA. 

4.3 TlTULACION DE SUERO Y CONJUGADO EN CORTES HISTOLOGICOS PARA LA 

PRUEBA DE IPI: 

Se obtuvieron bajo los pasos estandarizados e indicados como Prueba de IPI 

mediante una prueba de ajedrez realizada sobre los cortes de los pulmones 

controles. La dilución óptima del anticuerpo primario o suero elegido fue de 

1:1000 y la del anticuerpo secundario (inmunoglobulina de cabra anti-lgG de 

conejo conjugado a peroxidasa) fue de 1:1000. En su dilución se utilizó una 

solución de caseinoto de calcio al 0.1% en PBS, pH 7.4,0.1 M. 

4.4 RESULTADOS DE LOS CONTROLES: 

En las pruebas de dependencia de esteroles e inhibición de crecimiento (IC). los 

resultados que en ella se aprecian, demostraron que tanto las muestras control 

como las cepas de referencia fueron confiables. En ellas, se consideró una 

identificación positiva al no haber replicación en una zona mayor a 5 mm de 

diámetro a partir del punto donde se aplicó el suero o la solución de digilonina. 

En la prueba de IC, cada suero identificó a ia cepa análoga con zonas de 

inhibición sobre el agar de 5 a 7 mm de diámetro. Con lo de dependencia de 

esteroles se confirmó que Jodas los aislamientos correspondieron a micoplasmas 

(Tabla 1). 

4.5 RESULTADOS DE LAS MUESTRAS PROBLEMA: 

En las Pruebas de Inhibición de crecimiento (IC) y Dependencia de esteroles, IFD e 
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Tabla 1. Resultados de los controles pulmonares y cepas de referencia en las 
pruebas de Inhibición del crecimiento y Dependencia de estero les (sobre agarJ. 

~-

Pruebas Controles 

Muestras pulmonares Cepas de referencia 

---,-
Negativo Positivo 1 Positivo2 M.h . M. f. M. hr. 

• 
Inhibición del crecimiento: 

-- ¡---

Suero anti M. h. - + + + - -

Suero onti M. f. - - - - + -
Suero on!i M. hr. - - - - - -~ 

DElQ.endencia de es!eroles - + + + + + 

* No se aisló mJcrorganismo alguno, 
Donde M. hyopneumonlae=M.h .. M. flocculare=M.f. y M. hyorhlnls=M.hr, 



IPI se muestran en las Tablas 2 y 3. 

De un total de 56 muestras, en 45 se obtuvo crecimiento característico (al del 

micoplasma), mismas que fueron positivas a la prueba de dependencia de 

esteroles. En la prueba de le, 41 fueron positivas (tomando en cuenta los datos de 

acuerdo a que a fueran o no positivo a M. hyopneumoníae, por medio de! 

ontisuero correspondiente) y 15 fueron negativas; dentro de éstas últimas cuatro 

fueron positivas a M. hyorhinís pero clasificadas como negativas según lo antes 

mencionado y de las restantes no se obtuvo crecimiento de ningún 

microorganismo. 

En la prueba de IF, fueron positivas las laminillas en las que se observó un 

aglomerado de color amarillo-Iimón a la luz del bronquio (Figura 2), Fueron 

negativas las preparaciones en las que no se observó ningún tipo de 

fluorescencia. De cada uno de los cortes, se observó otro seriado al teñido con el 

fin de detectar fluorescencia inespecífico y que en ninguno de ellos se presentó; 

Los controles negativos no presentaron fluorescencia al contacto con el 

conjugado. 

En la lectura de la prueba de IPI, el resultado dependió de la presencia de 

precipitado de color café-marrón en la preparación. En general, se observó el 

precipitado sobre las estructuras celulares (cilios y células) a la luz del bronquio; en 

algunos casos no se apreciaron los cilios pero se observó al micoplasma adherido 

a la superficie de las células epiteliales. Fuera de esta zona no se observó 

precipitado alguno (Figuras 3 y 4), 

En las pruebas de le, IF e IPI, los resultados de 50 muestras fueron similares, siendo 

38 positivas, 12 negativas y 6 en las que alguno de los resultados no coincidían 

con los otros (Tabla 4), 
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Tabla 2. Resultados de cada una de las muestras con las pruebas de 
Inhibición del Crecimiento (lC), Inmunofluorescencia Directa (lFD) e 
Inmunoperoxidasa Indirecta (IPI) de las 56 muestras problema. 

1 
I ~A"es-l-~ ..... I IC I len I ¡DI I I ,"lu j,,",, i ) I J, I...J I " , I 
I 1 I 1 1 

i Control - i - t- - I -=-~ 
Icontrü!l+J+'--- -+-1 + - I 
!coprrol 0+ I + I + + I 
! - I I I 

I 1+1 + + 1 
i I + i + I 
I ~ i \ \ 
I 4 I I I 
t 5 t + 1++ 
I I I I 
I 6 I + I + + I 

I 1 
1 Meestrc 1 

I ! 

I ~~ I 
I 29 I 
I 30 I 
1 31 1 
I 32 I 
I 33 I 
I 34 I 
¡ 35 i 
I 36 i 
I 37 I , 
I 38 I 

IC 

+ 
+ 
+ 
+ 

+ 
+ 

+ 
+ 
+ 
-

+ 

+ 

1 

¡ FD iPl I 
, 1 

+ f--~ 
+ 1 '1 

+ 

I : + 
+ 

+ + 
I + + I 
1 + + 
i - -
I + + 
I + + 

I 7 I I I 
I~I+I + 39 + + + I 10 I + I + + I f---c40'::--+--+--t--+--+--'-+--i 

I I I I 41 + + + 
1 11!! I }----=-c-+--'---+-~-+__-'---i 
I 12 I I + I 42 + + + 
I 13 lit ¡f--"'43"'---1f--+--+--+'---+-+'----1 
I 14 + I + + I 44 .. 1 
I 15 I + t + + I F'-'c45'--1f--;--+--+-t---+--1 
I 16 I + I + + I 46 I + + + 
I 1 7 I + I + + 11 f----"47~1-+ -+---'--+ --+---+'------0 

I ; ~ I : 1: : 11 f--~"'~-+I--+-+--:'---+--:--i 
1201 11501+ + + I I I f--=-----+-~~¡___--t--__1 
1 21 I , I 1 I 51 1, + I + I + I 

~- ~--I --: --1 --: -¡-¡-¡ f --1~~----=--t-~ -1-::-1 
I 24 I + I L I + 54 * I 1 l' I I - - -

~ ~%-- t- ¿-- t-- -;---1--¿--l f-;i-+-:- f--=:-:;-_J 
" Muestras de pulmones de cerdos infectados experímentalmente con M. hyorhinis . 
.. * Muesira de campo con M. hyorhinis. 
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Tabla 3. Resumen de resultados de las 56 muestras problema en las pruebas de la 
Inhibición del Crecimiento (IC). Inmunofluorescencia Directa (IFO) e Inmunoperoxidasa 
Indirecta (IPI). 

--------------------------

PRUEBAS CONTROLES 

Negativo Positivo 1 Positivo 2 

-------t------ r------

-------------- -----

+ 

I C - + ------1------ ------
I F D + 
I P I - 1----:;:---________ 1-__________ _ 

+ 
+ 

Los signos - y + son negativo y positivo respectivamente. 
No: Es el nlJmerO de individuos por resultado en la prueba. 

MUESTRAS 

Positivas Negativas 

No. % No. 

----
41 ---
38 

15 
lB 

73.2 _+_~_+ 
67.8 
76.7 

----
43 13 ----

% 

----
26.8 ----
32.2 --,---
23.3 ____ o 

%: Es el porcentaje con respecto al total de 56 muestras en cada resultado. 



Figura 2. Reacción positiva de Inmunofluorescencia Directo sobre un corte 
histológico de un bronquio de pulmón de cerdo infectado con M. 
hyopneumoníae. Se observa la fluorescencia en la luz del bronquio {40xJ. 
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Figura 3. Reacción positivo de lnmunoperoxidasa Indirecta sobre un corte 
histológico de un bronquio de pulmón de cerdo infectado con M. 
hyopneumoniae(40X}. La precipitación café-marrón de la DAB se observa 
sobre los cilios y células del epitelio bronquial. 
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Figura 4. Corte de un bronquio de pulmón de cerdo infectado con M. 
hyopneumoniae con resultado negativo en la prueba de 
Inmunoperoxidasa Indirecta (40X). No se observa precipitado sobre la 
superficie del corte. 
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Tabla 4. Combinación de resultados de las 56 muestras en las pruebas de IC. IFD e IPI. 

Combinación de resultados Pruebas 

No. de muestras % le I F o I P I 

-------- ---~----~---+-------~-

38 67.85 + + + 

12 21.42 

3 5.35 + 
--------- --------- --------~-

2 3.57 + + 

1.78 + 



4.6 EVALUACIONES DE LAS PRUEBAS: 

Sensibilidad y especificidad de las pruebas de IPI e IFD: 

La sensibilidad y la especificidad de las pruebas de IPI e IFD se muestran en las 

Tablas 5 y 6 respectivamente. 
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Tabla 5. Obtención de Sensibilidad y Especificidad de lo Pruebo de 
Inmunoperoxidasa Indirecta: 

Enfermedad 

Sensibilidad 
Especificidad 

Presente 

Ausente 

Valor predictivo Positivo 
Valor predictivo Negativo 
Eficacia de la prueba 

Prueba de Imnunoperoxidasa Indirecta 

Muestras Positivas a la 
prueba 

Muestras 
Negativas a la 

prueba 

40 

3 

(40/41) lOO ~ 
(12/15) 100~ 
(40 143) 100 ~ 
(12/13) 100 ~ 
(52 1 56) 100 ~ 

97.56 % 
80.00 % 
93.02 % 
92.30 % 
92.85 % 

12 
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Tabla 6. Obtención de Sensibilidad y Especificidad de la Prueba de 
Inmunofluorescenc!a Directa: 

Enfermedad 

Sensibilidad 
Especificidad 

Presente 

Ausente 

Valor predictivo Positivo 
Valor predictivo Negativo 
Eficacia de la prueba 

Prueba de Inmunofluorescencia Directa 

Muestras Positivas a la 
prueba 

Muestras 
Negativas a la 

prueba 

38 

o 

(38/41)¡00~ 

(15/ 15)100 ~ 
(38 / 38) 100 ~ 
(15/18) lOO ~ 
(53/56) 100 ~ 

92.68 % 
100.00 % 
100.00 % 
83.33 % 
94.64 % 

3 

15 

36 



V DISCUSION 

En este trabajo se aisló e identificó a los micoplasmas con la prueba de 

dependencia de esteroles (usando la solución de digitonina, secuestrador de 

esteroles) con la que se descartó que el microorganismo aislado fuera un 

Acholeplasma, y coma las pruebas se efectuaron en una atmósfera de 5 a 12% 

de oxígeno se presume que el crecimiento de Anaeroplasmas fue inhibido, dado 

que estos son anaerobios estrictos, El crecimiento de Spiroplasmas se descarta 

tomando en cuenta que parasitan solo plantas (Cuadro 1), No obstante se 

comprobó que ninguna otra clase de microorganismo fuera aislado (hongo o 

bacleria)(25, 27, 42, 52), 

Así, la población de individuos enfermos o infectados con M. h, la formaron 

aquellos animales que al momento de sacrificarlos presentaron signos y lesiones 

pulmonares que caractenzan a la enfermedad, de los que el micoplasma fue 

aislado y que fueran positivos a la prueba de IC, asegurando de esta forma que 

la enfermedad estaba presente, incrementando la probabilidad de aislarlo y 

disminuyendo la de que un falso negativo se presentara, Y como animales sanos, 

se consideraron a aquellos que no cumplieron con alguna de las evaluaciones, 

esto es, los que aun habiendo tenido signos no presentaron daños en el pulmón, 

de los que no se aisló M, h., o los que fueron negativos a la prueba de le. Cabe 

destacar que los pulmones que presentaban patología muy drástica fueron 

desechados ya que por lo general se encontraban presentes otros 

microorganismos que enmascaraban la presencia del micoplasma haciendo 

impOSible su aislamiento (8, 42, 59), 

Por lo tanto, al grupo de animales con N, E, lo formaron 41 muestras positivas y al 

de animales sanos o libres de N. E. lo constituyeron 15 muestras entre las que se 

encontraban cuatro infectadas con M. hr" de las cuales una era de campo y las 

otras tres pertenecieron a cerdos infectados con M, hr, cepa ATCe, que 
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formaron parte de otro trabajo experimental y que se trabajaron coma muestras 

en ciego (38). Las poblaciones se manejaron en términos de la última prueba de 

evaluación y que corresponde a la de le. 

Se consideró como presente la enfermedad cuando cumplió con la evaluación 

descrita arriba y ausente cuando no cumplió con dichos requisitos para efecto de 

la determinación de sensibilidad y especificidad. 

Entre la prueba de IC y las pruebas de IFD e IPI existió una diferencia de 10.73% Y 

coinciden en un 89.27%, considerando los porcentajes de positivos y negativos 

obtenidos en cada una de ellas (Tabla 4). 

De la comparación de los resultados de la prueba de IPI 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 los cuales corresponden o muestras infectadas 

con M. hr. y una a un pulmón sano (Tabla 2), estos resultados se atribuyen a la 

presencia de anticuerpos que cruzan inespecífico mente contenidos en el suero 

(ya que los controles en los que se usaron el conjugado y la solución reveladora 

sobre tejidos de las muestras, no dieron coloración -Figura 4). En el caso del 

pulmón sano, en particular, na se descarta que el M. h. estaba presente en el 

tejida pulmonar, esto es, el cerdo del que provenía la muestra presentó los signos 

de la enfermedad y el daño en el pulmón, pero el aislamiento fue negativo, la 

prueba de 1C no se realizó y se consideró libre de N. E.; posiblemente el 

micoplasma estaba presente aunque en baja cantidad como para ser aislado y 

no obstante se detectó en dos de tres ocasiones en que se evaluó la muestra en 

la que se presentó esta situación. En este último punto, las pruebas 

inmunohistoquimicas tienen la ventaja, que el micoplasma no se pierde en el 

proceso y queda expuesto haciendo su identificación más sencilla (14, 25). 



Con respecto a las muestras infecladas con M. hr. y positivas a IPI. los resultados 

denotan que existen cruza antigénica entre ambos micoplasmas. haciendo 

necesaria una purificación del suero (el cruce antigénico se presentó sólo en 2 de 

4 muestras). A excepción de estas muestras. en las demás se obtuvo para cada 

una de ellas. resultados semejantes en los tres eventos en los que se realizó la 

prueba. haciendo de ella un método confiable pues sus resultados son 

reproducibles y semejantes entre sí. 

Ahora bien. al comparar los resultados de la prueba de IFD con los de la prueba 

de IC. se observa que tiende a dar falsos negativos ya que da 18 negativos 

contra 15 verdaderos sanos (Tabla 5). y no cruza con el M. hr. ni con otras 

estructuras en comparación a la prueba de IPI (Tabla 2). obteniéndose una 

sensibilidad del 92.68%. una especificidad de 100.00% Y una eficacia igual a 

94.64%. 

Las diferencias de resultados entre las dos pruebas que se reflejan en la 

sensibilidad y especificidad que de cada una se obtuvo se atribuye a la pureza 

de los anticuerpos utilizados. En el caso de IFD se utilizó un conjugado que se 

obtuvo inoculando a cerdos con un antígeno Tween 20 semipurificado con 

Sephacryl S-3OO y el antisuero a su vez fue purificado con DEAE-celulosa; mientras 

que para la prueba de IPI se inoculó a los conejos con el antígeno completo 

(cepa 194 de M. h.) Y en la prueba se utilizó el suero policioncl (37.46). 

Se considera que el suero elegido fue adecuado pues fue de buena calidad ya 

que sin ser purificado. la prueba tuvo una sensibilidad y especificidad aceptables 

y su rendimiento fue bueno (por la dilución a la que se utilizó). Sin embargo. es 

evidente la necesidad de purificarlo; para ello han sido propuestos varios 

métodos entre los que destacan los que enfrentan los antisueros a cepas de 

Eschericha coll pues elimina los anticuerpos inespecíficos y cuyos procedimientos 

no son muy costosos. con lo que se favorecería el desarrollo y la difusión de la 
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prueba sin alterar, en gran medida, su costo. Por su parte, el protocolo que se 

siguió para la obtención de los antisueros al parecer es consistente dado que los 

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

Cabe mencionar que el suero utilizado en la prueba de IPI fue evaluado ante las 

tres cepas de referencia con la prueba de IC (la cual se besa en la acción física 

que ejercen los anticuerpos al adherirse a sus respectivos antígenos en la 

membrana del micoplasma impidiendo su división) donde solo identificó a la 

cepa del M. h. con un diámetro de 5 mm y al no presentar reacción cruzada con 

las otras dos, se considera que el antisuero era muy afín al M. h., disminuyendo el 

que un falso positivo se presentara al identificar las muestras. 

En estudios donde se evaluaron y compararon pruebas como el aislamiento, IC, IF 

e IP, las más favorecidas han sido las de IF e IP. Sin embargo, entre las pruebas de 

IF e IP (en cualquiera de sus variedades) es por la última por la que se han 

inclinado varios autores (3, 14, 16, 25, 26, 28, 39, 42, 52), pues además de que se 

obtuvieron resultados semejantes entre ambas pruebas, las de IP son prácticas y 

versátiles, ya que pueden emplearse en ellas cortes congelados o embebidos en 

parafina, su desarrollo consta de pocos posos, las laminillas resultantes pueden 

leerse en un microscopia óptico y pueden conservarse fijadas en resinas (tinción 

permanente); además, permiten observar a un tiempo la ubicación del elemento 

en estudio y el de las estructuras que lo rodean, obteniéndose un panorama más 

amplio de la relación entre ellos; mientras que para las pruebas de IF es necesario 

leer las preparaciones con un microscópio de luz U. V. y no pueden conservarse 

dado que la emisión de luz fluorescente se debilita con el paso del tiempo. En un 

par de estudios (28,52) indican que la prueba de IPI es igual de específica que la 

prueba de IC y más que la de IF , pero que estas son menos sensibles que la de /PI. 

La diferencia de los valores que en este trabajo se determinaron se atribuyen, 

como ya se mencionó, al tipo de anticuerpos que se utilizaron en cada caso. 
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En este estudio, al igual que los antes citados, se observó la diferencia entre las 

dos pruebas, sobresaliendo la desarrollada, no obstante el menor tiempo de 

realización de la prueba de IFD. La característica que sobresale en la tinción, es 

que se puede observar la ubicación y relación entre las estructuras celulares y el 

micoplasma, el que se localizó en los bronquios sobre los cilios de las células 

epiteliales, lo que también se observó en otro estudio bajo otra técnica de 

inmunoperoxidasa indirecta (14); mientras que en la prueba de IF solo se 

observaron los agregados de isotiocianato de fluoresceina sobre el área de los 

cilios sin poder observar las otras estructuras del tejido (Figuras 2 y 3). 

Varios autores mencionan que la prueba de IPI es equivalente a otras variantes 

de inmunoperoxidasa (puente enzimático, peroxidasa-anliperoxidasa y sistema 

avidina-biotina) dado que los resultados entre ellas son semejantes, 

principalmente en la identificación del antígeno en estudio y la amplificación de 

la reacción final y que sin embargo, la de IPI es más económica y sencilla pues 

como no involucra los reactivos de laboriosa composición de aquellas disminuye 

su costo y en algunos casos, los pasos en su montaje; en el mismo sentido, 

señalan a la prueba de Inmunoperoxidasa Indirecta como una opción adecuada 

en el diagnóstico de Neumonía Enzoótica (lO, 13, 16,27). 

Para redondear más este estudio se recomienda evaluar la prueba bajo un 

protocola más amplio y elaborado, donde se pueda ver el comportamiento de la 

prueba tanto en los diferentes estadios de la enfermedad, como en animales 

sanos y enfermos crónicos, y de esa forma ampliar las especificaciones de la 

prueba. 

Así, por las ventajas que presenta la prueba de IPI ante 1Ft. le y aislamiento (que 

fueron las que se evaluaron en este trabajo) puede ser una buena opción como 

prueba diagnóstica de la N. E. pues reduce tiempo y material invertido en ello 

(comparándola con los pruebas citadas), sin embargo no se propone como 
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única prueba para diagnosticarla, pues de acuerdo a otros estudios y a éste 

mismo, se ve la necesidad de utilizar más de una prueba para evaluar diferentes 

parámetros de la enfermedad y así poder obtener resultados que concuerden 

con los datos que de cada uno de los estudios se tienen para la enfermedad y de 

ésta manera diagnosticarla adecuadamente (10, 27, 42). 
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VI CONCLUSIONES 

Al Las pruebas IPI e IFD, para detectar al Mycoplasma hyopneumoniae en 

pulmón de cerdo, arrojan resultados semejantes, sin embargo la prueba de IPI es 

mas ventajosa en el sentido de la observación de la preparación final dadas las 

características que presenta cada una (apreciación de la morfología, la 

observación de la preparación en el microscópio óptico, la conservación de la 

muestras). 

B) En la prueba de Inmunoperoxidasa Indirecta se obtuvo una sensibilidad de 

97.56%, una especificidad de 80.00%, con una eficacia de 92.85%, ésta última 

superior a la obtenida de la prueba de IFD. 

D) Dado que en los resultados de las pruebas le, IFD e IPI) para detectar al 

micoplasma en cada una de las muestras existieron pocas diferencias, se 

propone a la IPI como una prueba alternativa en el diagnóstico de la Neumonía 

Enzoótica, 

E) Para mejorar la eficiencia de la prueba es recomendable la purificación del 

suero hiperinmune contra el Mycoplasma hyopneumoniae. Por otro lado, para 

que esta prueba pueda ser utilizada con fines comerciales seña mejor primero 

encontrar un antígeno específico del micoplasma, producir por un método 

adecuado anticuerpos específicos hacia el y con ellos estandarizar la técnico. 
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Vii ANEXO 

7.1 Anexo 1. Procedencia de los sueros de conejo. 

Esta titulación fue el seguimiento de una inmunización hecha en un proyecto 

antertor, con el objeto de identificar cual de los sueros empleados tenía un título 

mayor de anticuerpos contra M. hyopneumoniae y emplearlo en la prueba de 

Inmunoperoxidasa Indirecta. 

Así, los animales (3 conejos de raza Nueva Zelanda de aproximadamente 1.5 Kg 

de peso, que fueron proporcionados por el Módulo de Conejos del Centro de 

Enseñanza Agropecuarta de la Facultad de Estudios Superiores Cuautitlán¡ 

U.N.A.M. y seronegativos a M. hyopneumoniae, M. flocculare, M. hyorhinis, 

Aclinobacillus pleuropneumoniae y a Pasteurella multocida); fueron inoculados 

bajo el protocola de inmunización propuesto por Pijoan (1973). Los sueros se 

titularon por medio de la técnica de ELlSA indirecta utilizando el antígeno Tween 

20 de la cepa 194 de M. hyopneumoniae y un anticuerpo de cabra anti-lgG de 

conejo conjugado con peroxidasa (a una dilución de 1 :2500). 

El promedio del título de anticuerpos de cada uno de los sueros fue de 1 :2046 y el 

protocolo que se siguió consistió en aplicar por cuatro semanas consecutivas 

cantidades ascendentes de 1 a 5 mi de antígeno vía intramuscular, se les dejó 

descansar 2 semanas y se les aplicó 5 mi de antígeno vía intramuscular, después 

de 4 días se sacrtficó al conejo (SO). 

7.2 Anexo 2. Medio de Cultivo de Frtis modificado (53, 66): 

Ingredientes y preparación de estos: 

Solución de Hanks' (pH 7.4): 
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CaC!, 1.4 g 

KCI 4.0 g 

KH2PO, 0.6 g 

MgSO,.7H20 1.0 g 

NaCl 80.0 g 

Na2HPO. 9.0 g 

Glucosa 10.0 g 

Agua destilada c.b.p. 1000.0 mi 

Se ajustó el pH, se llevó a volumen y se esterilizó por filtración. 

Extrac\o fresco de levadura: 

Se disolvieron barras de levadura fresca a una temperatura entre 80 y 87 oC 

durante 30 min en un amortiguador isotónico de fosfatos (PBS) pH 7.2-7.4, 0.1 M a 

una concentración final de 20%. Una vez disuelta la levadura, se centrifugó a 5000 

x g por 20 min, se filtró con cartuchos de decreciente porosidad (de 0.45 y de 0.22 

fl. de porosidad) y se esterilizó en un cartucho de 0.22 fl. de tamaño de poro y se 

conservó a -20 oC. 

Suero caprino: 

Extraída la sangre y una vez contraldo el coágulo (24 hrs después de la 

extracción) el suero se centrifugó a 5000 x g por 10 mino Posteriormente, se 

inac\ivó a 56 °C/30 min y esterilizó por filtración en un cartucho de 0.22 fl. de 

porosidad (se prefiltró en cartuchos en decreciente porosidad). 

Solución de rojo de fenol 0.20%: 

Se disolvieron 0.20 mg en 100 mi de agua destilada. Se agregó etanol en 

cantidad mínima para su disolucion total. 

Solución de lactoalbúmina y DNA: 

Se disolvió la cantidad adecuada, se disolvieron en solución de Hanks y se 
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esterilizó por filtración. 

Composición del Medio de Friis, pH 7.4 - 7.5: 

Solución de Hanks, pH 7.4 

Extracto de levadura al 20% en PBS pH 7.2-7.4,0.1 M 

Suero caprina 

Infusión cerebro corazón 

PPLO 

Lactoalbúmina 

Rojo de fenol al 0.20% 

DNA 

Agar purificado 

Agua destilada c.b.p. 

Preparación del medio: 

304.0 mi 

18.0 mi 

18.0 mi 

4.0 9 

5.0 9 

2.0 9 

7.0 mi 

0.1 9 

10.0 9 :* 
1000.0 mi 

líquido: Se mezcló la infusión de cerebro-corazón. el PPLO. la solución de raio 

de fenol y el agua destilada, se ajustaba el pH con Na OH y se 

esterilizó en autoclave a 121 OC/15 mino La solución de Hanks, la 

lactoalbúmina y el DNA, el suero caprino y el extracto de levadura se 

mezclaron (en condiciones de esterilidad) con la solución anterior, 

una vez que aquella tuviera una temperatura soportable al tacto. El 

medio se sirvió en tubos de cultivo, se les sometió a prueba de 

esterilidad y se conservó a 4 oC. 

Sólido: En este caso se tomó la cantidad de agar** necesario y se colocó 

con los ingredientes que se esterilizaban en autoclave, integrándole 

posteriormente, los demás componentes de la forma antes descrita. 

El medio se sirvió en cajas de cultivo, se sometió a prueba de 

esterilidad y se conservó a 4 oC. 
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7.3 Anexo 3. Sensibilidad y Especificidad (11, 18,24,35). 

Enfermedad 

No. de individuos 
Con enfermedad 

No, de individuos 
Sin enfermedad 

No, de Muestras 
Positivas 

A 

C 

Prueba 

No, de Muestras 
Negativas 

B 

D 

Donde: A = número de individuos enfermos clasificados correctamente por la 

pnueba o verdaderos enfermos; B = número de individuos enfermas mal 

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

enfermedad mal clasificados por la pnueba o falsos enfermos y D = número de 

individuos sin la enfermedad correctamente clasificados por la pnueba o 

verdaderos sanos. 

Sensibilidad: (Al A+B) x 100 

Especificidad: (D/C+D) x 100 

Valor predictivo Posit',vo: (AlA+C) x 100 

Valor predictivo Negativo: (D/B+D) x 100 

Eficacia de la prueba: (A+D) / (A+B+C+D) x 100 
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