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AS • Anttgeno: bacteria coapleta crecida en medio •6lido. 
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AG • Anttcreno. 
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IV.-

La porcicultura nacional ea una de l•• industria• mi• impor­

tantes del pata. sin embargo aon grande• lee p•nlidee que 

representan la• enfermadadee neUlllOnicae del cerdo que eet4n 

di .. inuyendo el inventario nacional beata en un 30. de au 

poblacion: entre loa agentes etiolbgicoe causante• de neUllOn1a 

deataca el Actinoblcillya pltyropnewponiae. Le• prutbae 

eerolc)gicae conatituyen una berramttnta valiosa en el manejo del 

probl ... infeccioao en lea grenJae, puta permiten detectar a loa 

enimalea enfennoe crónica y eubcltnicamente. Esto permite 

eliminar a 1•• poaiblea fuente• de infeccton, pera loe animales 

aenoe. pero ea claro que laa prueba• dieponiblee hasta ahora no 

reunen loa requíaitoe neceaario• para un 

eeroepizootiol0gico confiable y deben deearrolleree 

eencilla realización y alta sensibilidad sin que ee 

eapecificidad. 

control 

prueba• de 

altere la 

En este trabajo se realizo la eetandartzacion de la prueba 

Dot-ELISA para la detección de anticuerpos contra Actino1!4cillue 

pleyropneumoniae. empleando diferentes tipos de ant1genoe y 

condicione• de pK. ••1 como diferente• ttcnicae de adsorción de 

las euepeneionee de ant1geno. Loe reeultadoe mostraron diferen­

cia• en cuanto a loe reeultados del. ensayo de Dot-ELISA entre lae 

t•cnícae de adaorcion siendo la ml\e adecuada por Gota. tarnbi6n 

existieron variaciones atgnificattvaa con el anttgeno AL 

<Anttgeno: bacteria completa crecida en medio Uquidol • pH 6.5 y 

7.9 que presentaron porctentoe de detección de eueroa poeitivoa 
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bajos. con este mismo ant1geno a pH 7.2 el porciento de detección 

de sueros positivos fu~ elevado pero se obtuvieron variaciones 

significativas. lo mismo sucedió con el anttgeno AS (Antlgeno: 

bacteria completa crecida en medio solido) a pH 6.~. Mientras que 

los porciento• de detección de •ueros po•itivos que tienen un 

valor intermedio y que presentaron variaciones poco significati­

vas correspondieron a las condiciones siguientes: ant1geno AMC 

CAnttgeno: membrana celular) a pH 6.5 y a pH 7.9. antlgeno AS a 

pH 7.2 y a pH 7.9. Con respect~ al anttgeno AMC a pH 7.2 presento 

un porciento de deteccion de sueros positivos elevado y no se 

observaron variaciones significativas en los resultados. Compa­

rando los resultados positivos obtenidos con las pruebas Dot­

ELISA y Aglutinación con 2-ME se obtuvo el 100' de detección de 

sueros positivos con 2-ME probados previamente, lo que que sugi­

riO que estas condiciones son las m&s adecuadas para la realiza­

ción de la prueba Dot-ELISA para la detección de anticuerpos 

contra A· oleuropneumoniae. Se detectaron 3 sueros que presenta­

ron ser negativos para la prueba de Aglutinación con 2-ME pero 

positivos para la prueba Dot-ELISA con la mayoria de los antige­

nos y pH trabajados esto sugiriO que realmente estos sueros son 

positivos pero no fueron detectados con la prueba de aglutinaciOn 

con 2-ME debido a la sensibilidad m&s baja que presenta. 
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1. lll'l'RODUCCIOll. 

1.1. Generalidad••· 

Las limitaciones en la producciOn animal est6n en parte, 

asociadas a las enfermedad•• infecciosas. Con•ecuentemente en las 

altimas d•cada• el crecimiento de la poblaciOn mundial. no ha 

venido re•paldado por un crecimiento similar en la produccion de 

alimentos, especialmente en la producciOn de carne y leche (5). 

En las granjas porcinas la produccion animal eet6 regular­

mente afectada por las enfennedades infecciosas, encontrando 

principalmente dos tipos de afecciones: ent•ricas y respirato­

rias. En los paisee de Amtrica y Europa entre las causas de 

morbilidad y mortalidad en el ganado porcino se encuentran las 

respiratorias, que ee han reconocido como un factor importante en 

la producciOn porcina inteneiva (21, 42. 60). 

En los altimos aftos, la atencibn sobre problemas respirato­

rios en cerdos ha sido enfocada a las neumonias. que aunque de 

etiologia variable se atribuyen principalmente a bacterias de los 

g•neros Paeteurella, Qordetella y Actinobacilly•, sin que se 

reste importancia a MicoplaBIDAs. virus o interacciones entre 

esto• (25. 82). 
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La neumonia en el cerdo representa uno da loe me.e graves 

problemas infecciosos de esta especie aninial. Ttpicamente entre 

el 30-60% de los cerdos de abasto presenten alguna lesión newnó­

nica (41). 

El _costo de esta enfermedad para la industria porcina es 

enorme, debido al car4cter crónico que usualmente presenta. lo 

que ocasiona importantes p6rdidas por deficientes ganancias de 

peso y retraso de crecimiento. Recientemente se ha calculado que. 

por cede 10• de tejido pulmonar afectado, el cerdo sufre un 

retraso de crecimiento Cmedido por su ganancia media diaria) del 

5•. aunque esto parece ser m4s cierto cuando la lesión es del 15% 

o m4s de extensión 180). Anexando a las perdidas económicas 

asociadas a le muerte de animales. los elevados gestos de medica­

mentos, se le ha considerado como le principal causa de disminu­

ción de la prOductividad, especialmente en cerdos de engorda C29, 

30. 81). 

En M6xico. les newnontes representan grandes p6rdides eco­

nómicas para la porciculture. Estudios realizados en distintos 

estados de le Repablica Mexicana revelaron que un 50% de Jos 

cerdos sacrificados en rastro presentaban lesión pulmonar (32J. 

tan solo en e·J rastro de Ferrería en le ciudad de M6xico. en 1~?8 

el 10% a 12% de los animales sacrificados presentaban neumonie y 

pare 1986 la cifre aumentó el 28.2% (34, 44, 57). 

2 



1.2. Allt....Sent••· 

El microorganismo causante, aislado de pulmones newn0nico1 

- de cerdos y capaz de reproducir le enfermedad fue denominado 

inicialmente Hae1p9pbily1 parabee1D9lyticy1 <Olander. 1963). debido 

e 1u1 caracteri1tica1 b1oqu1micas. como el requerimiento del 

factor V (NAD•Nicotinaminadeno1in dinucleOtido) y le producciOn 

de una mercada bemOlisis en eger sangre, este primer reporte fue 

realizado en California. E.U. (58). Ese mismo ano. Sbope 

investigo en Argentina un brote de pleuropneumonie de tipo agudo 

en cerdos y 11 denomino Hae1p9philu1 pleuropneumoniae. De1pues de 

una serie de e1tudio1 realizados e le• bacterias mencionadas 

anteriol'11ente, •• concluyo que ee trataba de la millllll bacteria 

(64, 79). 

Actualmente 1e ha sugerido que ae reclasifique la bacteria y 

•• le coloque dentro del genero Actinob§cillue. Esta ~ltima 

propo1iciOn 11 besa en el hecho de que tanto las bioveriedade1 

factor V dependientes (biovar 1) como las biovariedades factor V 

independientes (biovar 2) de Haemopbi!us pleuropneumoniae, pre­

sentan una mayor similitud fenotipica y un mayor porcentaje de 

bibridizaciOn de DNA con Actinobacillu1 liqniere1si que con 

H••mopbi!us influenzee. All mismo los patrones de movilidad 

electroforetice de las proteine1 de membrana externa que presente 

H· pleuropneumoniee guardan una mayor similitud con los presen­

tados por algunas especies del g•nero Actinobaci!lyp como A. 
al.l.!R. A· ~. A· liqnierep1i y con Pepteyre!la haemolytice, 
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que con loa patronea obaervadoa para H· inf!ytn¡gae y 11· Raraayia. 

Debido a 4ato la clasificación actual de este microorganismo ea: 

Actinobtcilly1 pltyropntwponioe (65. 75). 

1.3. letipoblcillyt pl•yrpppe1119nl11. 

A... pltyropnewponitt ea uno bacteria pleOlllOrf ict que ae 

observa generalmente como bacilo corto gram negativo, 1nc1p1ul1do 

dt 1proximad1111111nte 0.5 a 1.5 um, dt largo por 0.3 um dt di6metro, 

inmOvil. no 111porul1do. aerobio y anaerobio tocultativo, y crece 

tn medios enriquecidos que contienen factor V CNAD>. pero no re-

.quiere el factor X <Hemina) (7, 31). Por lo tonto, el hecho de 

que Sttpbylococcua .llll:lYa: libere ti medio el factor V. permite 

que ti a. pltyropneymoniae ae puedo desarrollar en lt proximidad 

dt lt• colonias dt tate, dicho fenOmeno ae conoce como aatelitia­

mo (7. >U . 

Loa coracteriaticoa bioqulmicta de e1te microorgtniamo ae 

muestro en el Tablo 1 (7. 31, 65). 

Nicolet (1971), utilizo pruebas de oglutinocion y lo pruebo 

de Quellung (hinchamiento de c4paulo), poro definir tres 

aerotipoa de a. pleuropneumonite. bta4ndose en los antlgenos 

tipo-eapeclficoa aaocitdoa • lt c4psulo. Posteriormente 

Gunntraaon et ti (1978), amplió t cuatro y cinco serotipoe. 

Nielaen y Roaendal propu•ieron la existencia de loa aerotipoa 6 

y 1 respectivamente (50, 721. En la actualidad se reconoce 
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mundialmente la exi•tenci• de 9 eerotipoe. aunque Nieleen (54) en 

reportee recientes dice haber encontrado loe eerotipoe 10, 11 y 

12 (52, 55). 

Por lo general loe ant!genoe que proporcionen la eepecitidad 

de tipo en lee bacterias se encuentran localizados en le 

superficie 

debido e 

de 6etae. Para A· pleuropneumoniee se considero que 

que la especificidad de tipo puede conservarse en la 

tase acuosa 

antigenoe 

de una extracción ague-tenol, es probable 

tipo-espec!ficos sean polisac6ridoe 

que loe 

y/o 

lipopolieac6ridoe. Esto parece reatinnaree con la posibilidad del 

uso de le prueba de inhibición de la hemaglutinación, dado que se 

sebe que la meyor!a de loe caeos lo• ent!genos o principios 

activos que sensibilizan eritrocitos son polieac6rido• (16). 

Se han obervados reacciones eerolOgicee cruzadas in vitro. 

entre loe diversos serotipoe de A· ~eumoniae, lo cual es 

probablemente debido a que posee m6s de un componente antig6nico 

tipo-especifico. · De esta manera. la expresión variable de estos 

antigenos ha permitido observar, por ejemplo: reacciones cruzadas 

entre los serotipos 6 y 8 en pruebas de inhibición de la hemaglu­

tinaciOn; entre los serotipos 3 y 8 en pruebas de inmunoditueion 

doble (24. 51); de serotipos 4 y 5 con el 6 en pruebas de inmu­

notluorescencia (72). Con esta ~!tima prueba se encontró cru­

zamientos serologicos del serotipo 4 con el 5 y el 7; y del 

serotipo 2 con el 6 (67, 68). 
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IMlndialmente la existencia de 9 aerotipos. aunque Nielsen (54) en 

reportes recientes dice haber encontrado los serotipos 10, 11 y 

12 (52. 55). 

Por lo general los ant1genos que proporcionan la especifidad 

de tipo en las bacterias se encuentran localizados en la 

superficie de 6stas. Para !· pleuropneumoniae se consideró que 

debido a que la especificidad de tipo puede conservarse en la 

fase acuosa de una extracción agua-fenol. es probable que los 

antigenos tipo-espec1ficos sean polisacAridos y/o 

lipopolisacAridos. Esto parece reafinnarse con la posibilidad del 

uso de la prueba de inhibición de la hemaglutinación. dado que se 

sabe que la mayor1a de los casos loe ant1genos o principios 

activos que sensibilizan eritrocitos son polisacAridos (16). 

Se han obervados reacciones serológicas cruzadas in vitro, 

entre loe diversos serotipos de !· ~ewnoniae, lo cual es 

probablemente debido a que posee m4s de un componente antig6nico 

tipo-especifico. · De esta manera. la expresión variable de estos 

antigenos ha pennitido observar. por ejemplo: reacciones cruzadas 

entre los eerotipos 6 y 8 en pruebas de inhibición de la hemaglu­

tinación: entre los serotipos 3 y 8 en pruebas de inmunodifusión 

doble (24. 51): de serotipos 4 y 5 con el 6 en pruebas de inmu­

nofluorescencia (72). Con esta crltima prueba se encontró cru­

zamientos serológicos del serotipo 4 con el 5 y el 7: y del 

serotipo 2 con el 6 (67, 68). 
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de 

1.4. Pleuropne11110ni• contagto•• porcina. 

El 

lo 

Actinobtci!!ue pleuropneumonit! ea el ogente 

pleuropneumonit contagioso porcino lt cual 

e~f ennedtd importante que produce un impacto 

etiolOgico 

es uno 

econOmico 

significativo, teniendo como corocter1aticta en su formo crónico, 

lo disminución de peso. y uno bojo conversión alimenticio, lo que 

provoco mayor costo para el porcicultor loa 1ni1111les que se 

mantienen vivos que los que mueren por lo forma aguda 116.23). 

Entre los factores que predisponen a los problemas 

respiratorios se encuentran cambios bruscos de temperatura, malos 

condiciones de higiene. eetres debido al manejo y adquisición de 

nuevos animales: uno de loa factores 1116• importante es lo 

densidad de la población animal 123, 76). Otros estudio• muestran 

que el manejo y el ambiente juegan un papel importante en la 

incidencia y gravedad de neumonios (4, 23. 63). 

Esta enfermedad esta amp!imnente distribuida en el mundo !6. 

43. 49, 58, 77). en M6xico el primer aislamiento reportado fué un 

brote en Tlaxcalt 132,44) y posteriormente en los importantes 

estados porcicultores de la zont del Bajio. El serotipo 1 se ha 

encontrado en Argentina. Holanda y Australia: el aerotipo 2 en 

Suizo. Dinamarca, Suecia y Jopen: el serotipo 3 en Suiza. Suecia 

e Inglaterra: el serotipo 4 en los Estados Unidos, Suecia. Suiza 

y Francia: y, el serotipo 5 en los Estados Unidos, Canada. Tai­

wan, Finlonda. Holanda y B6lgica (25). En M6xico. ha sido aislado 

el aerotipo 1 134). 
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1.4.1. llorbllldad y 1111rtallda4. 

En los brotes mexicanos la evaluación de la morbilidad. se 

ha caracterizado por los siguientes hechos: 

al Varia segun la edad de los animales. 

bl La mayorla de los brotes detectados ha sido en animales de 30 

a 50 Kg. de peso. 

c) Puede alcanzar en el lote afectado hasta el 60%, en tanto que 

la mortalidad. aun en presencia de tratamiento puede ser hasta 

del 35-. 

dl Ocasionalmente se difunde a animales adultos (3, 32. 76). 

1.5. Tranmmi•i6n. 

La transmisión de !· pleuroDnel!R!Oniae se lleva a cabo 

principalmente por contacto directo de cerdo a cerdo a traves de 

aerosoles, esta forma de·transmisi6n se intensifica cuando: 

al Se utilizan corrales o jaulas que permiten el contacto. 

bl Se mezclan constantemente animales de diferentes grupos (76). 

Los brotes se presentan subitamente y se detectan por la 

muerte de algunos cerdos en la granja 6 piara. 
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1.6. Patogenia. 

Se sugiere que la enfennedad se presenta cuando el microor­

ganismo escapa de loe mecanismos de defensa del tracto respirato­

rio superior y llega a nivel alveolar en donde. dependiendo de 

la habilidad del A· p!europneun¡oniae podr6 establecerse y multi­

plicarse por su virulencia asociada a uno o a varios factores que 

parecen ser. la presencia de c&psula. endotoxinas y/o exotoxi-

nas, y de la falta de una respueata inmune adecuada por parte del 

hospedero (26). Se ha probado experimentalmente que el eobrena­

dante del medio de cultivo libre de bacterias puede inducir 

neumonia localizada microscOpicamente, similar a la causada en 

cerdos infectados (3). 

El !. oleyrooneumoniae resulta citotbxico para los 

macrbfagos alveolares del cerdo y c$lulas mononucleares de sangre 

perif$rica. La toxina de esta bacteria es estable a altas tem-
o 

peraturas (100 C/15 minl. y puede ser neutralizada con sueros de 

cerdos con infeccion crOnica; se encuentra en la pared celular 

bacteriana y puede producir trombosis vascular y exudacibn de 

flujo edematoso y hemorr6gico, ain embargo el hecho de que las 

bacterinas que confieren mayor proteccibn son las que tienen 

c6psula y no toxoide demuestra que la toxina no es el unico 

factor de patogenia involucrado (73). 

Estudios realizados recientemente, propusieron que parte del 

dafto. sufrido en el tejido pulmonar puede deberse a la liberaciOn 
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de enzimas y •uetancias toxicas a partir de neutrOfilos que 

aparecen en la zona afectada en las primeras horas de la 

infecciOn por &. pleuroDnewponioe. 

Aquellos c6lulos de&. pleuropneyg¡oniae que son ingeridas 

por los fagocitos no son muertos y siguen reproduciendose 

internamente hasta causar la muerte inicialmente al fagocito y 

posteriormente al hospedero (271 . 

En 

facilitar 

general, se considera que la c4psula 

la colonización y conferir cierta 

microorganismo 

bacteriana 

protección 

hu6sped, contra factores inmunolOgicos del 

son el complemento y los anticuerpos (691. 

1.7. Si!Jll09 clinico•. 

puede 

al 

como 

La manifestociOn ~s aporente de eeto enfermedad es lo 

muerte repentina de los animales y la presencio de hemorragia 

nasal. debidas al proceso inflamatorio del par6nquim4 pulmonar. 

Esta enfermedad puede tomar dos formas: Aguda y Sobreaguda. En la 

forma aguda puede observarse anorexia, disnea con respiraciOn 

diatragm4tica r4pida, cianosis en orejas y extremidades, vomito 

ocasional. inmovilidad y muerte con hemorragia nasal en uno a 

cuatro dias. o bien. recuperaciOn espont4nea. En la forma 

sobreaguda la manifestaciOn m4s marcada es la muerte sdbita de 

los anime les y la presencia de hemorragia nasal. poco antes de 

eso se logran detectar signos en el animal como una elevaciOn de 
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o o 
temperatura (41 C a 43 C), cianosis en piel, abdomen y oreja, 

hemorragia y espuma nasal, chillidos agudos, y muerte (44, 66). 

Las lesiones a nivel patol0gico ocasionadas por la PCP 

pueden ser observadas tanto a nivel macroscOpico como 

microscOpico. Las lesiones macroscOpicas comprenden pericarditis. 

hidropericardio. hidrotórax de liquido sanguinolento. hemorragias 

en miocardio. adherencias pleurales, infartos en lóbulos 

pulmonares diatraglll4ticos y friabilidad en la zona infartada. Las 

lesiones microscOpicas indican zonas de infarto, edema vascular. 

infiltraciOn peribronquial y perivascular de ce lulas 

mononucleares (linfocitos y macrófagos) y hemorragias en alveolos 

(76, 82). 

1.8. Control e inmunidad. 

Para el control y la prevenciOn de la PCP deben tomarse en 

cuenta varios factores, entre ellos la inmunidad de la granja. 

Se ha observado que los animales que sobreviven despu~s de 

un brote natural por!· pleuropneumoniae, desarrollan inmunidad 

especie-especifica ante el microorganismo y adquieren resistencia 

a la entennedad. De esta tonna la granja adquiere cierto grado de 

inmunidad de población. 

Las cerdas que han sido expuestas a este microorganismos. 

proporcionan a sus lechones inmunidad pasiva que los mantiene 
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protegidos durante las primeras 3 a 4 semanas de vida. Debido a 

6sto. se pueden observar brotes en grupos de lechones de entre 3 

a 6 semanas de edad. Quiz&s es en la unidad de engorda en donde 

se presentan con m&s frecuencia los brotes agudos, debido al 

mezclado de animales no inmunes con animales infectados 

crónicamente que actuan como portadores. A este nivel es dificil 

el establecimiento de inmunidad del grupo debido principalmente 

al continuo movimiento de cerdos con introducción de nuevos. 

animales (62. 63). 

El serodiagn6stico proporciona la manera m&s f&cil de 

localizar a los animales crónicamente enfermos; la exclusión de 

tales animales portadores. con la introducción de animales sero­

negativos que se sometan a cuarentena y a los cuales se les 

realice un par de pruebas serológicas con intervalos de aproxima­

damente tres semanas. puede resultar un fact~r de control impor­

tante (53). 

La vacunación que se ofrece hoy en d1a previene la 

mortalidad pero no evita la aparición de la forma crónica de la 

enfermedad ni de portadores sanos. La enfermedad se convierte en 

un problema dificil de controlar aunque, las combinaciones de 

ampicilina y penicilina han sido eficaces en la mayor1a de los 

brotes tratados. esto es sólo al inicio, ya que posteriormente su 

efectividad decrece (761. 

El uso de bacterinas que contienen adem&s de la bacteria 

involucrada, lipopolisac&rido de alguna enterobacteria como 
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ltcherichi• .liSlJ.i (cepa J-~> han mostrado prevenir o dt11111inuir la 

mortalidad en buen grado. Cabe mencionar que una vacunación con 

bActerinas hechas a base exclusivamente de lA cepa de la región 

con revacunaciones frecuentes podrta dar resultados 

sastifactortos (9, 10. 11. 12, 13). 

introducción de inmunOgenos a base de tracciones 

(c4psula, endotoxinas o exotoxinas) acompa~ados de adyuvantes 

emulsionados (aceite en agua), podr4n en un futuro proporcionar 

mejores resultados en la prevención de I• enfennedad· (22, 69). 

Por otra parte. el manejo en la granja es de suma importan­

cia para el control do la neumonia: 1l Evitando Areas o unidades 

con sobrepoblaciOn, 2) Disminuyendo el mezclado de animales con 

los de otras granjad y 3) Tratando de implementar un método 

controlado de movimiento de animales. El uso de bardas de concre­

to sólidas. que no pennitan un contacto directo entre animales de 

corrales vecinos, y un 4111biente con higiene. temperatura y hume­

dad adecuados en la exprotación. coadyubarA a mejorar el control 

de las neumontas (62. 63). 

1.9. Diagnó•tico de la Pleuropneumonia contagio•• porcina. 

El diagnostico presuntivo de la PCP puede darse con base en 

los signos observados en la forma aguda, m•s las lesiones encon­

tradas en el examen posmorten, la confirmación del diagnóstico 

resulta del aislamiento de microorgani111110 causante (48). En el 
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exem9n po.111110rten las le•ion•• pulmonar•• d••crita• antarionnente. 

junto con la pleuritis. resultan awaamente caracteriatic••· casi 

patognomónicas. Sin embargo, una eficaz detección e identifica­

cion del agente etiológico en la infección puede ser de gran 

valor en el diagnO•tico y tratamiento r&pido y efectivo de la 

enfermedad. Como tanto que loa portador•• como loa enfermos 

crOnicoa son de importancia para la prevalencia de la PCP, el 

diagnostico de laboratorio es el procedimiento mas confiable para 

el control de esta afeccion 129, 48, 74, 79). 

En el laboratorio el aislamiento y la caracterización del a. 
pleuropne11p19ni1e, ea necesario para excluir a cualquier otro 

agente como probable causa de neumonla. El aislamiento primario a 

partir del exudado bronquial, nasal y en particular de las le­

•ione• neUIDOnicas, se realiza eficientemente por el m6todo de 

diluciones en liquido, reportado por PiJoan et.ai. 161), pos­

terio1'11111nte se siembra en agar sangre al s•. inoculando por 

estriado continuo y colocando sobre ~ftt~ una estria de ~. §1!,J:!!.11§. 

como cepa nodriza. El aislamiento debe mostrar colonias pequeftas 

cercanas a la estria de la cepa nodriza, las cuales deben presen­

tar hemOlisis beta y de esta forma prev&e un diagnostico indi­

cativo rapido. 

La identificación bacteriolOgica total se realiza mediante 

laa·pruebas bioquimicaa resumidas en la Tabla 1 mostrada ante­

riormente (7, 31l. 

Las pruebas serolOgicas que permiten detectar a la bacteria 
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a partir de loa exudados y homogenado• de pul1116n son la• 

siguientes: inmunofluerescencia directa e indirecta (15, 67, 71), 

aglutinacion en placa (35. 39, 45. 67). aglutinacion lenta en 

tubo (14, 35. 76). precipitacion en tubo capilar (35. 45), 

inmunodifueion (15. 71), hemoaglutinacion indirecta (51! y por 

coaglutinaciOn (36. 381. 

Durante las infecciones naturales o experimental•• la 

respueata humoral y celular inmunes aon estimuladas al parecer 

por la presencia del lipopolisacArido y el polisacArido capsular 

da A· oleµropnt!l!!IOniae (121. los anticuerpos circulantes pueden 

ser detectados alrededor de una semana deapu•s de la exposicion 

al agente. Estos anticuerpos son demostrables con las pruebas de 

fijacion de c01Dplemento (30, 46. 59), aglutinacion lenta en tubo 

y aglutinaciOn con 2-mercaptoetanol (35, 37) y por la prueba de 

ELISA (47) . 

Loe niveles de anticuerpos son lllAximos en 3 y 4 semanas 

despu6s de la infecciOn y persisten por varios meses. pero 

desaparecen de•pu•s de la total reeoluciOn de las lesiones. 

Las pruebas serolbgicas constituyen una herramienta valiosa 

en el manejo del problema infeccioso en la granja, pu•s permiten 

detectar a loe animales enfermos crbnica y subc~inicamente. Esto 

permite eliminar a las posibles fuentes de infecciOn, para los 

animales sanos. De la misma manera se puede evitar la 

introducciOn de ciertos portadores a granjas libres de la 

enfermedad. reduciendo la probabilidad de que se presenten los 

brotes agudos en animales sin inmunidad previa. 



Lll• prueba• que se han utilizado con relativa 

para el control epizootio16gico de la enfermedad son la 

de COllplemento y la aglutinaci6n con 2-mercaptoetanol 

eficiencia 

fijaciOn 

(37,74), 

por •u realizaci6n mas f&cil y barata que las pruebas de ELISA. 

Sin embargo, estas pruebas no son tan sensibles y algunos porta­

dorea pueden pasar inadvertidos. asf como problemas de especifi­

cidad •obre todo con cerdos adultos. 

Otros reportes han indicado que las pruebas FiJaci6n de 

compl ... nto y Aglutinación en placa pueden dar resultados 

falso•-poeitivoe o reacción cruzada con eerotipos de A. 
pleuropneymoniae y otras especies de Haemophilue (68). 

En el caso de la Fijación de complento existe un 

adicional, la actividad procomplementaria del auero 

ocasiona el requerimiento de suero fresco de ternera 

problema 

porcino 

para Ja 

prueba y la actividad anticomplementaria presente también inter­

fiere frecuentemente en la evaluación e \nterpretación de la 

prueba (37). Los tftulos presentudos por la prueba de Fijación de 

complemento no parecen correlacionar bion con la verdadera 

inmuinidad del animal. pués aan en animales que presentan un bajo 

titulo de anticuerpos, posterior a una exposición bajo 

condiciones experimentales. se presenta protección ante el reto 

con bacterias de serotipo homólogo (67). 

Una ventaJa de la prueba de Inhibición de la 

hemoaglutinación indirecta es que los anticuerpos que producen 

los cerdos por la vacunación no se detectan por esta prueba. pero 
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•1 loe anttcuerpoe que aparecen ccmo re9Ultado de una infección 

(56). 

Ee claro que las pruebas disponible• hasta ahora no reunen 

los requisitos necesarios para un control seroepizootiológico 

confiable y deben desarrollarse pruebas de •encilla realización y 

alta sensibilidad sin que se altere la especificidad. 

1.10. Dot-ZLISA. 

El an6lisis irununoenzim6tico CAIEl recientemente descrito en 

el campo 

utilizado 

Actualmente 

biom6dico, parece tener un gran potencial para ser 

a gran escala en la patologfa clfnica veterinaria. 

existen dos tipos de este an4lisis: a) el AIE 

heterog6neo, donde el antigeno o el anticuerpo conjugado con la 

enzima es separado del complejo enzima-antigeno-anticuerpo. antes 

de medir la actividad enzim4tica, y b) el AIE homog6neo, en el 

cual la actividad enzim4tica del antigeno marcado es medida de 

presencia del complejo antigeno-anticuerpo. En aml>oe caeos es 

posible medir antigenos o anticuerpos y el procedimiento y 

lectura se pueden realizar sin equipo especializado, o bien puede 

llevarse a una completa automatización. 

El an6lisis de la enzima ligada a un inmunoabsorbente inerte 

<ELISAl o "Enzime Linked Inmunosorbent Assay", corresponde a un 

AIE heterog6neo. ·o sea que el antigeno o el anticuerpo primero se 

fija a un soporte inerte y luego se hace reaccionar con el· 
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entigeno o anticuerpo correspondiente. que.ester& marcado con une 

enzima (conjugado): ae leve el conjugado que no reaccionó y se 

mide le capacidad de hidrólisis de le enzima sobre BU 

correspondiente sustrato. Generalmente se determine el grado de 

trensformacion de un sustrato incoloro e un producto coloreado, 

el cual se puede observar a simple vista o medirse en un 

espectrofotómetro (20). 

Uno de loe m6todos m6a. usuales de las t6cnicas de ELISA es 

el Sn4irecto. donde el ent1geno ea fijado o inmovilizado en un 

soporte de fase a6lide. se incuba con el suero que contiene el 

anticuerpo, se lava y se aftade el conjugado, que consiste en 

anti-inmunoglobulina conjugada con la enzima, de tal manera que 

reaccione contra el anticuerpo del complejo antigeno anticuerpo 

primario: se lava y se adiciona el sustrato: la cantidad de 

conjugado que se uniO al primer anticuerpo se mide por la canti-

dad de sustrato degradado. llev&ndose a c~bo la siguiente reec-

ción: 

OH 

~ 
Cl 

Alfa-cloronaftol 

+ H O 
2 2 

o 
PEROXIDASA 

~ 
o 

+ H O + HCI 
2 

Neftoquinona 
(color violeta) 

Grado de hidrólisis • Cantidad de anticuerpo pre­
sente en la muestra. 

(40). 
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El en•eyo de ELISA tu6 introducido como un m41todo muy sensi­

tivo pare el trabajo diegn6stico de muchas enfermedades en bacte­

riologle. virologla y paresitologie. En el cuel le ELISA tembi6n 

fu6 estudieda pare el serodiegn6stico de infecciones de Actinoba­

~ en cerdos (17). El m6todo de ELISA proporcione mejores 

resultados de serotipiticaci6n-especificided en comparaci6n con 

el m6todo de Fijeci6n de complemento (19). Asl, le ELISA marca le 

posible diterenciaciOn entre infecciones causedes por los dife­

rentes serotipos de A· pleuropnewponiee. Por lo tento. pare.dicho 

diagnostico la ELISA es une alternativa muy buena que se atribuye 

e su sensibilidad y especificidad (17). Sin embargo, 6sta tiene 

sus propias limitaciones: requiere un sofisticado equipo para su 

reelizaciOn, relativamente une gran cantidad de antlgeno purifi­

cado y la adsorci6n pesiva de algunos antigenos en poliestireno 

puede ser variable. Asl como tambi6n. inconven.iencias en el 

manutacturamiento en les placas microtituladoras de poliestireno 

puede resultar dentro y tuera del laboratorio variaciones en el 

ensayo. 

Una alternativa de la fase solida para la t6cnica ELISA es 

el papel de Nitrocelulosa CNC), el cual tienen caracter!sticas de 

adsorción superior a otros soportes tales como el vidrio y po-

1 iestireno. Originalmente la NC se reportó en t6cnicas de inmuno­

transferencia (immunoblotting) cuantitativas. el papel NC ha sido 

subsecuentemente usado en la t~cnica ELISA para la detecciOn y 

an61isis de una variedad de protelnes. incluyendo inmunoglobuli­

nas aplicadas en pequenas cantidades (puntos). Recientemente. el 
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papel de NC es usado en una variedad de formas y tamaftoe para la 

detección inmunológica de algunos patógenos hlllDllnoa y sus antlge­

nos: por esta rezón en la t6cnica Dot se usa para la detección de 

diversos anttgenos usando como reactivos anticuerpos marcados 

con enzimas <Dot-ELISll (1). 

En un estudio de la t6cnica Dot-ELISA para la deteccion de 

anticuerpos del virus Pseudorabies en suero porcino. se reporta 

que la sensibilidad y la especificidad de esta tecnica fueron de 

magnitud similar. 98.8- y 98.3% respectivamente. las cuales 

resultaron aproximadamente 1% m&.s bajas que la tecnica ELISA Cl. 

85). 

La·tecnica Dot-ELISA cuenta con algunas ventajas entre ellas 

tenemos que no requiere un equipo sofisticado. ni gran entrena­

miento t6cnico de personal, puede ser desempeftada en 4-5 horas 

por personas con poca experiencia previa, y los reactivos son 

bastante estables: pruebas que investigaron la estabilidad del 

antigeno seco en tiras, indicaron su resistencia a la distribu-
o 

ción por correo en climas tropicales y pudieron mantenerlo a 4 e 

por un razonable periodo antes de su uso. Por todo lo mencionado 

anteriormente del antlgeno, la elaboración de una prueba apropia­

da para la deteccion de anticuerpos contra A· pleuropneumoniae 

ayudarte ampliamente a controlar la enfermedad causada por dicha 

bacteria presentando una alta aplicacion como una r6pida y f&cil 

prueba de campo en el .diagnóstico de esta enfermedad <l. 20). 
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2. OBJBt'IVOS. 

O&JBTIVO GDIBRAL1 

Estandarización de la prueba de Dot-ELISA para la detección 

de anticuerpos en suero contra Actinoblcillus pleuropnewponiae, 

agente causante de la pleuropneumon!a contagiosa porcina. con el 

fin de establecerla como un !Motodo de diagnóstico r6pido y de 

facil desarrollo. 

OBJBTIVOS ESPECIFICOS: 

Comparar las t6cnicas de lisado: mfltodo de Shock Osm6tico. 

Congelaci6n-Descongelaci6n y Agitación, para elegir aquella que 

presente un grado de lisis mayor. 

Comparar las t6cnicas de adsorción: por Filtración, por 

!nmersi6n y por Gota del antigeno al papel de Nitrocelulosa, 

analizando sus ventajas y desventajas. 

21 



Obtener el tipo de antigeno que presente mayor afinidad por los 

anticuerpos contra Actinobacillus pleuropneumoniae presentes en 

los sueros problemas. 

- Determinar el pH adecuado para favorecer la reacción ant1geno­

anticuerpo. 

- Analizar los resultados obtenidos en la t&cnica Dot-ELISA con 

respecto a la prueba de aglutinación con 2-Y.ercaptoetanol. 
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3. lo.'lmULIS Y lllTODOI 

3. 1. lo.TERilL BIOLOGICO. 

3.1.1. ~-

La cepa de Aptinobacillus pleuropneumonioe serotipo 1 (3193) 

y le cepa Cowan de Staphilocoppus ~utilizada pare la pruebe 

de setelitiemo fueron proporcionadas por el Profr. Joe6 TolllAs 

Hern4ndez M6ndez de le Escuela Nacional de Ciencias Biológicas 

del Instituto Polit6cnico Nacional. 

3.1.2. ~ 

Loe sueros porcinos positivos y negativos a ! . pleuropneu­

~ con la t6cnica de Aglutinación con 2-Mercaptoetanol fueron 

donados por la Q.F.B. Lourdes Ontiveroe Corpus y el Q.F.B. Victor 

Manuel Tenorio del Instituto Nacional de Investigación Agrope­

cuarias y Forestales Palo Alto. Loe sueros de conejo positivo y 

negativo e!· pleuropnewnoniae fueron proporcionados por el M. en 

C. Andr6s Romero Rojas de le Unidad de Posgrado de le Facultad de 

Estudios Superiores Cuautitl&n. 
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3.2. lllDI08 118 QILTIVO. 

Loe medios de cultivo utilizados fueron de tipo convencional 

con excepción del BHI complementado (Ver ap6ndicel. 

3.3. RUCl'IV08. 

Todos loe reactivos empleados para la elaboración de este 

trabajo fueron de marca Baker. Merck y Sigma de grado reactivo, y 

loe medios de cultivo fueron marca Bioxon. Loe conjugados 

<anti suero anti conejo peroxidado y antisuero anti cerdo 

peroxidado) fueron donados por loe Laboratorios Nacionales de 

Servicios Veterinarios, NVSL; Unidad de Reactivos Virales, limes. 

Iowa, E.U. l. 

3 .4. PRUDAS BIOQUDIICAS PARA 

llICROORGIHISM>. 

A) ·I!ntl2.n il_ Gram (7, 31). 

B) Reacción ~ ~. 

IDJ!lrrIPICACIOll DEL 

Ea la capacidad para mejorar la helll6lisie producida por una 

toxina del ª-.,_ eureus (cepa nodriza). Se realizó haciendo u~a 

inoculación a lo largo de toda una placa de agar sangre colocendo 

poeteriorments un in6culo de la cepa nodriza en forma 
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perpendicular al ••triado de la bacteria elUlllinada. Una prueba 

CAMP C+l ru• aquella que moetro una hetllbli•i• c0111pleta en la zona 

de la• colonia• cercana• a la cepa nodriza. 

CI El:uB U !.luuA· 

Se inoculo un tubo con agar urea de Chrieteneen ein HAD con 

un cultivo de la !>acteria crecida 18 hre. en agar BHI complemen­

tado. Se coeechó la bacteria con NaCl 0.15 M. lavando por centri­

fugación dos veces 15 min. a 4000 rpm. Una o do• gotas de la 

euepeneión gruesa obtenida ee colocaron en los tubo• de urea; la 

obtención de un color rojo o rosado indico ureaea poeitiva. 

Dl ~ .c1§ Sotelitil!pO. 

Se realizo haciendo una inoculación a lo largo de toda una 

placa de agar BHI colocando poeterionnente un inoculo de la cepa 

nodriza en forma perpendicular al estriado de la bacteria exami­

nada. Una reacción positiva tu• cuando el A· pleuropnewponiae 

creció en la periferia de la cepa nodriza. 

El HidrOli1i1 ~ Carb9hidrato1. 

Se inocularon tubos conteniendo 0.5 mi. de caldo ba1e rojo 

de fenol. 1% del azucara probar y 10 ug./ml. de HAD con un 

cultivo de A· pleyropnewponiae de 18-24 hrs. de crecimiento. El 

cambio de coloración en el medio de rojo a 41114rillo indicó una 

prueba positiva al carbohidrato que contenta e1e tubo C7. 31). 



3. !I. PlllPUIACIC. DJll. U'l'IGm> DB l· RR~l•1111••11-•11ta1a1 • 

Se utilizó la cepa de A· pleuroDnewponiae serotipo 1 en la• 

•iguientee-foniiae: 

3.!1.1. Btcttrit CC!l!Dlttl. 

Al llllli ASW: llllJ. CQ!PPlemtnttdo. 

Se sembrO la bacteria a lo largo de toda la placa de agar 
o 

BHI complementado en forma masiva. dejAndolo incubar a 37 c. 

Posteriormente'se cosechó con buffer de fosfatos (PBSI eet6ril a 

loe pH correspondientes: 6.5. 7.2 y 7.9 (Ver ap6ndice). Se reali­

zaron dos lavados de la siguiente manera: se centrifugo a 3000 

rpm durante 20 minutos, el paquete bacteriano obtenido se resus­

pendiO en PBS est6ril al pH correspondiente, se centrifugo nueva­

mente reeuspendiendo el paquete en PBS al pH trabajado. La sue­

peneiOn bacteriana obtenida se ajuetO a un valor de abeorbancia 

de 1.5 a !190 nm (701. 

Bl Medio liquido BHI complementado. 

Se cosecho el crecimiento de A· pleuropne!!lllonia~ de una 

placa de BHI complementado como se explicó en el inciso A, con 10 

mi de este cosechado se inocularon 250 ml de caldo BHI complemen­
o 

tado. Se dejo incubar 18 hrs a 37 e en agitación. El crecimiento 

bacteriano se lavo y se ajusto de la misma forma que en el inciso 
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3. l!I. 2. OJat¡tnsiép U1 M\Dsto l IM1 · 

Se siguió la metodologia descrita en 3.5.1. inciso A. Con la 

suspensión bacteriana obtenida se realizaron las siguientes 

ttcnicas de lisado de l• bacteria: 

La su•pensi6n bacteriana se lavó una vez con PBS pH 7.2 

est6ril, se centrifugó 1 3000 rpm durante 15 minutos, descartando 

el sobrenadante y resuspendiendo el paquete en agua desionizada 

est6ril. se agitó en vortex 10 minutos, se centrifugó a 3000 rpm 

durante 15 minutos, se guardó el sobrenadante (residuo de 

c6lulasl. se resuspendió el paquete en 10 mi de PBS pH 7.2 

est6ril y se leyó absorbancia a 590 nm. Nuevamente se centrifugó 

a 3000 rpm durante 15 minutos, descartando el sobrenadante y al 

paquete se le repitió el milllDO procedimiento a partir del lllOlllento 

en que se agregó el agua desionizada est6ril. hasta que el valor 

de la absorbancia penna.neció constante (70). 

Bl ~ ~ lisado R2!: conqelación-desconqelaciOn. 

La suspensión bacteriana se lavó una vez con PBS pH 7.2 

est6ril. se resuspendió el paquete en 10 mi de PBS est6ril. se 
o 

congelo a -56 e durante 30 minutos. desputs se descongelo r6pida-
o 

mento llev6ndolo a 37 C, centrifugando la suspensiOn bacteriana a 

3000 rpm durante 15 minutos. Se separó el sobrenadante y el 

paquete fu6 resuspendido en 10 mi de PBS pH 7.2 para leer absor­

bencia a 590 nm. Despu6s se centrifugó a 3000 rpm. durante 15 
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minutos, ee descarto el sobrenedente y al paquete se le repitió 

el mismo procedimiento a partir del DIOlllllnto en que se le agregó 

el PBS para posteriormente congelarlo y descongelarlo, hasta que 

el valor de la absorbencia permaneció constante (84). 

La suspensión bacteriana se lavó une vez con PBS pH 7.2 

estéril. Posteriormente se resuspendi6 el paquete en 10 ml de PBS 

pH 7.2. Se aftadieron perlas de vidrio lisas y se agitó durante 5 

minutos. se separó le suspensión bacteriana de las perlas de 

vidrio y se centrifugó a 3000 rpm durante 15 minutos: se separo 

el sobrenadente y el paquete ee resuspendi6 en 10 mi de PBS pH 

7.2 pare leer absorbencia a 590 nm. Nuevamente se centrifugó e 

3000 rpm durante 15 minutos, descartando el sobrenedante y al 

paquete celular se le repitió el mismo procedimiento a partir del 

IDOIDento en que se le agrego el PBS pera posteriormente ponerlo en 

contacto con las perlas de vidrio. h;.sta que el valor de la 

absorbencia leido permaneció constante <B4J. 

Pera le obtención del extracto membrana! se eligió el 

sobrenadante obtenido por la técnica de lisedo que presento un 

grado de lisedo mayor. Posteriormente el sobrenadante de las 

bacterias lisedas fué centrifugado a 4000 rpm durante 15 minutos. 

para eliminar cualquier celula aan completa. El sobrenadante 

obteni'do se centrifugó a 20,000 rpm (centrifuga Sorvall. rotor 
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SS-34) durante 45 minutos, se separo 

celular) y se resuspendió en PBS al pH 

la pastilla (membrana 

correspondiente. Para 

determinar la concentración de protelnas por el m6todo de Brad­

tord (6). 

3. 6 . N!90RCION lllL Al!TIGEl!Q J11! 11. fAUL Jm HITBOCEL!JLD5A 1J!&l.. 

A las diferentes suspensiones de antigeno obtenidas en 3.5 

se les realizó las siguientes t6cnicas de adsorción: 

3.6.1. f2c Piltrtci6n. 

Se filtro la suspensión del antlgeno a trav6s del papel de NC 

(poro•0.22 uml utilizando un filtro Millipore hasta la saturación 

del papel (aproximadamente de 1.5 a 2 mi). Posteriormente se dejo 

secar la membrana y se cortaron discos de aproximadamente 5 11111 de 

diametro, los cuales se conservaron a temperatura ambiente hasta 

el momento de su utilizacion. Se considero como blanco el papel 

de NC por el cual se filtro PBS al pH correspondiente empleando 

las mismas condiciones anteriores. 

3.6.2. f5!l: Iqpor11on. 

Se 

durante 

ant!geno 

swnergio el papel de NC en la auspenaion del antlgeno 

45 minutos. Posteriormente se descarto la solucion del 

y el papel se dejó secar a temperatura ambiente. Se 

cortaron discos de aproximadamente 5 1111\ de di4metro. Se consideró 
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.como blanco el PBS al pH correspondiente en vez de la suspensión 

de antigeno. 

3.6.3. fg¡;_ ~-

Se cortaron discos de papel de NC de aproximadamente 5 nm de 

diametro. se colocaron 5 ul de la suspensión de antigeno sobre el 

centro de cada disco de papel, dej6ndolo secar a temperatura 

ambiente sobre una placa de vidrio. Se consideró como blanco el 

PBS al pH correspondiente en vez de la suspensión de ant1geno. 

3. 7. C!llPRQBACIQH 121 Ll ADSQRCION 1!11. NfTIOl!JfQ 111!. f:I. EAfll. 121 6'· 

De cada uno de loe lotes de las diferentes técnicas de 

adsorción del anttgeno se tomaron tres discos al azar, a los 

cuales se les realizó las siguientes técnicús de tinción: 

3.7.1. Aalll brillante. 

Se preparó el colorante que consistió en una solución de 

azul brillante al 0.25-. Se sumergieron los discos de papel de NC 

en el colorante durante 15 minutos. Se decoloraron durante 15 

minutos con una solucion de metanol:agua destilada:4cido acético 

(5:5:1), realizando varios lavados hasta que se aclaró el blanco, 

dejando secar a temperatura ambiente. 
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3. 7. 2 . ~ !l!. .lllliM.. 

Se sumergieron los discos de papel de NC durante 7 minutos en 

el colorante Cl.25 g de negro de amido en una mezcla de 50 mi de 

acido acético glacial mas 185 mi de agua destilada). Se 

con acido acético al 5%, dejando posteriormente 

temperatura ambiente. 

decoloro 

secar a 

3. 7 .3. 82u. !k JllDUlA. 

Se sumergieron los discos de papel de NC en el colorante (4 

g de rosa de bengala en 386 mi de agua destilada) durante 10 

minutos. Posteriormente se lavaron dos veces con PBS al pH 

correspondiente. Se dejaron secar a temperatura ambiente (2). 

3. 8. ltW!IMlQ lm LQll llll§ ldJll!lill - fAflL lm ~ gm .L&lm 
DISCBDIADA AL a. 

Se sumergieron los discos de papel de NC en una solución de 

leche descremada al 5% en TBS al pH correspondiente (Ver 

apéndice). durante 1 hora en agitación y se dejo reposar 

30 minutos. se lavaron los discos de papel con TBS 

trabajado y se dejaron secar. 
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3. !I. llll&m ¡mm•upIICO !pqt-p.IQ>. 

Los reactivos utilizados en este t6cnic1 fueron: 

- Suero de conejo. 

- Suero de cerdo. 

- Suero anti-conejo peroxidedo. 

Suero anti-cerdo peroxidado. 

TBS el pff correspondiente. 

Solución revelador• !Ver 1p6ndicel. 

3.9.1. Iitylecibn !lt. ~ ConJuq1d09. 

Se colocaron 5 ul de suero de conejo o de cerdo 

conjugado 1 titular) en ceda disco de papel de NC. 

secar a temperature tmbiente. Despu6s se bloquearon 

(segtm . el 

se dejeron 

los sitios 

libres como se menciono en 3.8. Posteriormente se sW11ergieron en 

diferentes diluciones del conjugedo dura.rite hr. Se leveron 3 

veces con soluciOn TBS-Tween 20 el O.O~-. 11 tercero vez se 

dejeron los discos· 10 minutos con le solución de 11v1do. En 

seguido se egregaron 150 ul de Ja solución revel1dor1. incub4n­

dose 30 minutos a temperatura ambiente. Se descarte Je solución 

reveledora. se Javeron los discos con TBS y se dejeron secar 1 

temperetura mnbiente. El titulo que se eligió tué aquel en donde 

el color del revelido tuera bien detecteble. 
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3.9.2. Btaccién ~ .laa allll:Slll probl'P'ft· 

Se colocó un dieco del papel eeneibilizado con el antlgeno 

en cada tubo de eneayo. ee agregaron 100 ul del euero proble:na 

<utilizando una dilución de 1/9 para todoe loe eueroe. ee traba­

jaron en total 93 sueros y cada uno por triplicado); eeguido de 

un periodo de incubación de 1 hora a temperatura ambiente. Poste­

riormente loe diecos se lavaron 3 veces con 750 ul de eolución 

TBS-Tween 20 al 0.05%. la tercera vez ee dejaron loe diecoe 10 

minutoe con la eolución de lavado. En eeguida ee agregaron 100 ul 

de la eolución de conjugado (a la dilución adecuada en TBS-leche 

deecremada al 1%). incubéndose 1 hr a temperatura ambiente. El 

procedimiento de lavado deecrito anteriormente ee repitió 

de la incubación con el conjugado. Por dltimo ee agregaron 

luego 

150 

ul de eolución de revelado. incubédonee 30 minutoe a temperatura 

ambiente. La eoluciOn reveladora ee deecarto. ee lavaron los 

diecos con TBS y se dejaron eecar a temperatura ambiente. Loe 

discos poeitivos ee tinieron color violeta (Figura 11 (28). 

La prueba se realizó con los diecoe de los siguientes lotee: 

11 Suspensión de ant1geno bacteria completa crecida en medio 

sólido (ajustada a una absorbancia de 1.5 ), adsorbida por Fil­

tración con pH 6.5 del buffer trabajado. 

2) Suspensión de ant1geno bacteria completa crecida en medio 

sólido (ajustada a una abeorbancia de 1.5), adsorbida por Inmer­

eiOn con pH 6.5 del buffer trabajado. 
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FIGURA 1. TECNICA DOT-ELISA 1401. 

OH 

1. Inmovilización del anttgeno al papel 
de NC (fase sólida). 

2. Bloqueo y lavado. 

3. Incubación con la muestra que se 
sospeche tiene anticuerpos especi­
fico• en contra del .ant1geno. 

4. Levado para la eliminación de .anti­
cuerpos no adsorbidos. 

5. Incubación con el conjugado anti­
globulina-enzima. 

6. Lavado pera la elimineci6n de exceso 
de conjugado. 

7. Incubación con el sustrato enzim4ti­
co(()) y detecciOn del producto(~). 

Grado de hidrOlisis • Cantidad de 
anticuerpo presente en la muestra. 

~ + "2°2---· 
o 

PEROXIDASA ~ 
() Q + H O + HCI 2 

Alfa-cloronaftol Naftoquinona 
(color violeta> 
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3) Su•pen•iOn de anttgeno bacteria completa crecida en medio 

solido (ajustada a una ab•orbancia de 1.5), adsorbida por Gota 

con pH 6.5 del buffer trabajado. 

4) SuspensiOn de antigeno bacteria completa crecida en medio 

liquido (ajustada a una absorbencia de 1.5), adsorbida por Fil-

traciOn con pH 6.5 del buffer trabajado. 

5) SuspensiOn de antigeno bacteria completa crecida en medio 

liquido (ajustada a una absorbencia de 1.5) adsorbida por Inmer-

sion con pH 6.5 del buffer trabajado. 

6) SuapensiOn de anttgeno bacteria completa crecida en medio 

liquido (ajustada a una abaorbancia de 1.5) adsorbida por Gota 

con pH 6.5 del buffer trabajado. 

7) SuapensiOn de antigeno membrana celular (con una concentraciOn 

de protetnas de 2.163 ug/mll adsorbida por FiltraciOn con pH 6.5 

del buffer trabajado. 

8) SuspensiOn de antigeno membrana celular (con una concentracion 

de protetnaa de 2.163 ug/mll adsorbida por Inmersion con pH 6.5 

del buffer trabajado. 

9) Suapension de antlgeno membrana celular (con una concentracion 

de protetnaa de 2.163 ug/mll adsorbida por Gota con pH 6.5 del 

buffer trabajado. 

10) Suspenaion de anttgeno bacteria completa crecida en medio 

solido (ajustada a una absorbencia de 1.5) adsorbida por Gota con 

pH 7.2 del buffer trabajado. 
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lll Suspen11l6n de antlgeno bacteria completa crecida en medio 

liquido (ajustada a una absorbancia de 1.5) adllorbida por Gota 

con pH 7.2 del buffer trabajado. 

12) Suepen11ion de anttgeno membrana celular (con una concentra­

cion de protelnas de 3.796 ug/mll adsorbida por Gota con pH 7.2 

del buffer trabajado. 

13) Suspension de antígeno bacteria completa crecida en medio 

aolido (ajustad• a una absorbencia de 1.5) adsorbida por Gota con 

pH 7.9 del buffer trabajado. 

14) Suepension de antlgeno bacteria completa crecida 

liquido (ajustada a una absorbancia de 1.5) adsorbida 

con pH 7.9 del buffer trabajado. 

.an medio 

por Gota 

15) SuepensiOn de anttgeno membrana celular (con una concentra­

cion de protelnas de 5.020 ug/mll adsorbid• por Gota con pH 7.9 

del buffer trabajado. 

Cada vez que se realizo el ensayo se consideraron los blan­

cos correspondientes, descritos a continuaciOn: 

Al Disco de NC sin anttgeno + Suero positivo + Conjugado + 

Solucion reveladora. 

Bl Disco de NC sin antigeno + Suero negativo + Conjugado + 

Solución reveladora. 

C) Disco de NC con antlgeno + Suero positivo + Conjugado + 

Solucion reveladora. 
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DI Disco de NC con anttgeno + Suero negativo + Conjugado + 

Soluci6n reveladora. 

BI Disco da NC sin anttgeno +T. B. S. + Conjugado + Solu­

ci6n reveladora. 

PI Disco da NC con anttgeno + T. B. S. + Conjugado + Solu­

ci6n reveladora. 
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4 • llBllULTAD08. 

4. 1. PRUlllU IIOQUIJIICAS LA IIJllllTIPICACIOll DBL 

llICROOAGAllISI>. 

En 11 Tabla 2 se resumen los resultados de 

realizadas para identificar al microorg1nit1110 en 

las pruebas 

estudio A· 

pleucopneymoniae. Comparando estos resultados con loe reportados 

en la literatura observamos que concuerdan ccmpletamente. 

4. 2. PllBPARACIOlf DBL AlftIGEllO DB 1,. pltU[OPlll!Wllill. 

4.2.1. 1tcteri1 c911pl1t1. 

Despu6s de sembrar 1 11 bacteria en los medios de BHI 

complementado tanto •Olido como liquido. se obtuvo un cosechado 

de c6lulas con una consistencia viscosa. color ligeramente 

amarillo. el cual se diluyo hasta una absorbancia de 1.5 1 590 nm 

para cada tipo de medio. 

4.2.2. Obtención~ extracto me!!!hr•nal. 

Una vez cultivada la bacteria en medio de egar BHI comple­

mentado. se obtuvo una auapeneiOn .bacteriana con las miS1111• 
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caracterteticae .. ncionad•• en 4.2.1. Loe lieadoe bacteriano• 

tueron obtenidos tal y como se describió en la metodologta para 

cada una de las t6cnicae de lieado, obteni6ndoee loe resultados 

reportados en la Tabla 3 y en la Figura 2. 

4.2.3. Separación Ji!! !Al!. membranas celulares. 

Una vez realizados los lieadoe bacterianos por el método 

shock osmótico, 6etos se centrifugaron para separar las membranas 

celulares bajo las condiciones ya establecidas en metodologta. 

obteni6ndoee una pastilla amarillenta que fu6 resuspendida 

inicialmente en 1 mi de PBS a los tres pH trabajados (6.5, 7.2 y 

7.9): para determinar la cantidad de proteinas contenidas en 

estos extractos se utilizó el metodo de Bradford (6). 

4.2.4. An6lieis !1§. .!A suspensión ~membrana 5'!'Jular. 

Para la determinación de las concentra:;iones de proteinas de 

las muestras. se hizo una curva pat.ron la cual se muestra en la 

Figura 3. Loe valoree de esta curva se reportan en la Tabla 4. 

Los valores de las concentraciones de proteínas obtenidos ttn los 

extractos membranales se resumen en la Tabla 5. 

4.3. lU>SORCIOlf DEL AHTIGENO EN EL Pl\PBL DE NC. 

Despu6s de preparar las suspensiones de antigeno a los pH 

trabajados. se adsorbieron en los discos de papel de NC 

empleando las t6cnicae por Filtración, por Inmersión y por Gota. 
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11 

J.a. 

aa. 

3&. 

.... 
!la. 

6a. 

, .. l. UALOWU H QlllUflllCta (\:Stl MI •tEWIDOS 

n us mucas DE LISQO D( LI llKUJIU • 

• TECMICAS DI: LIBADO 

IXllllllACllll 
Siiia OSllTICO 1 AGll'ttCltll 

HSCUalltCIOll 

Uil ~ ···••• l.!ill ~· ..... 1.511·~ ..... 

1.IB ~ •·•" 1.15 ~ ..... 1.211 ~ ..... 

i.95 ~ ..... 1.IZ ~ •·•" 1.19 ~ ..... 

9.'ff ~ ..... 1.1? ~ ..... l.lll ~ ..... 

1.811 ~ ..... 1.91 ~ ..... 9.91 ~ ..... 

8.73 ~ •. "' 8.92 ~ ..... 8.86 ~ ..... 

1.73 ~ ..... 1.92 ~ ..... 8.86 ~ ..... 

N : MUnERO M VECES DE REALllADA LA !ECMICA. 

• : VALORES REPORTADOS U VMIDADES DE ABSO~BAMCIA. 
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rtl!A 4. VALORES PARA u CURUA PA!RIH DE PROrUNA (l:m M) 

CALCULADOS SIGUIENDO u nmmofü M IRAFOH. -
USANDO mun!NA SERICA IOUINA co~o PADrEINA PArRON 
(fHUH 1), 

Cll;, l'IOlllM (~f /"I) ... ,. 
21 ••• 
• 1.14 

" l.H 

• 8.Z3 

111 1.1.8 
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tAN '· COM!EKJ»O DE PROTEIHAS DE LOS EXUACTOS nEftBRAMALES EM CADA pH 

TRABAJADO <'·•• •·• T '· •> CALCULADOS USAMDO LA nETODOLOGIA DE 
IROFORD. 

fll llL llrD t!ISI 

2.163 

7.2 3.796 

7.9 S.111 



Para comprobar la adaorción completa del antigeno ae realizaron 

las tecnicas de tinción: Azul brillante, Negro de amido y Rosa de 

bengala, con las mueatras de diecos de loa lotes correspondientee 

al pH • 6.5. Eetos resultado• ee mueetran en la Figura 4, donde 

se puede apreciar que la tecnica 1116.e conveniente.fue la tincibn 

de Azul brillante, la cual se realizó para loe otros pH trabaja­

dos (7.2 y 7.9). 

4.4. BLOQUllO DB LOS SITIOS LIBRES DEL PAPEL DB HC COll LECHE 

DESCRDW>A AL !5111. 

Una vez realizado el bloqueo de los diecoe de papel de NC, 

se prosiguió a comprobar dicho bloqueo mediante la t6cnica de 

tinción de Azul brillante. Estos reeultadoe se resumen en la 

Figura 5. 

4. 5. ENSAYO JHllUMOPJfZillllTICO (Dot-ELISA) . 

4.5.l. Titulación !1§ l2!t conjugados. 

Las titulaciones de los conjugadoe que se usaron para detec­

tar los anticuerpoe de cerdo y de conejo ee mueetran en la Figura 

6, loe resultados de eetas pruebae dieron una dilución de 1:200 

como la adecuada para ambos conjugados, y asi detectar perfecta­

mente loe anticuerpos que reaccionaron con el antigeno. 
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nm1111 •• RESULTADOS DE LAS llKCIONES CON AZUL BRILUHTE, NE&!O DE AlllDO y IOSA DE 

BEHGtlLA, DE LAS !ECR!CAS DE ADSORCION DEI; ART!GfNO U EL PAPEL DE NC -
c101 nuue101h roa ttlMllSION r roa HU), UTILl2AHDO rtUESfRAS DE LOS -

LOTES DE DISCOS CORRESPOHD!UfES AL p!l:6.5 Y COH LAS !RES FORHAS DE A~fl 
GfHOS TRAJAJllDOS (H• •• J UC). 

TECNICA DE TINCION 

TIJllQl 11 MSOllCIGll llllJI. DILUlll!I ..... oo llliYlllmlNA 

) 
., 

.. -
l'OI PILflKIOll • • • •• IS IL - H ... 

-
.'.'! ) ' 1 ) 

MJlllllSIOll • ••1 • • IS u - 11$ u 

l 1 
., 

j _r 

101 •• • ji •' • • 11$ u - H u 

H = AH!!GEHO: BAC!ElllA conPLE!A CRECIDA EN nmo SOLIDO. 
u = AN!!GfNO: IAC!Ell!A conPLE!A CRECIDA EN nmo LIQUIDO. 

- : ANllGENO: nE'llRANA CELULAR. 

)1 .! • • • - • ... -
) 

• • • • - H IL -
1 

; 

• •• • • . ·-- K u -



flGIM 5. RESULTADOS DEL BLOQUEO COM LECHE DESCREnADA DE LOS DISCOS EN US 
TECNICAS DE ADSORCIDN DEL ANTIGUO (toa llL111<100, toa 100111100 

t toa"'">, CORRESPONDIENTES A LOS pll: 6.5, 7,2 Y 7.9. 

TECHJCA DE ADBORCJOH 

;¡ 111. UFIR <TIS> POI FILMl<ll POI lllllSl<ll POI Qm 

6.5 • • • • • • •• AS IL lllC IS IL MIC " IL 
• 
lllC 

1.z • • • •• • ••• IS AL lllC IS AL lllC 

7.9 • • • • • • IS AL AllC AS IL 

IS : ANTIGEN01 BACTERIA conPLE!A CRECIDA EN mio SOLIDO. 
AL: AHTIGENOI BACTERIA conPLETA CRECIDA EN nEDJO LIQUIDO. 

llllC : AHTIGEHO: nEnBRANA CELULAR. 
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n•M 6, TllULAC!OM DE LOS SUEROS AMTICONEJO 
PEROX!DADO V AMT!CERDO PEROXIDADO. 

D 1 L u e 

CQWlMO l:llll 1:2111 

SIDO lllllCOl&IO ftllOKllHO. • .l 
llDO lllltlc:DIO l'lllOXINDO. ., . , 

1 o N 

1::1111 1:411! 

~; 
-· 

1 

•• 1 



4. !l. 2. RBlCClOlf CON LOS SUEROS PROBLl!IWI. 

Después de realizar la metodologia de la técnica Dot-ELISA 

con el total de los sueros trabajados para cada uno de los lotes 

de discos bajo las diferentes técnicas de adsorción. y al 

correspondiente pH. se obtuvieron los siguientes resultados: en 

la Figura 7 se reportan los discos de los blancos considerados 

durante la realización de la técnica Dot-ELISA del lote pertene­

ciente al ant1geno de Bacteria Completa Crecida en Medio Sólido, 

adsorbido por la técnica por Gota y a pH • 6.5. Sin embargo, se 

corrieron los miemos blancos para cada vez que se realizó la 

técnica Dot-ELISA considerando el tipo de antigeno, técnica de 

adsorción y pH trabajado. 

La Figura 8 muestra los resultados que sirvieron para elegir 

la técnica de adsorción del antigeno al papel de NC, se muestran 

algunos de los discos por ambos lados correspondientes a las 

técnicas de adsorción utilizadas por Filtrac1ón, por Inmersión y 

por Gota para las tres diferentes eu~pensiones de antigeno 

(AS•bacteria completa crecida en medio sólido. AL•bacteria com­

pleta crecida en medio liquido y AMC•membrana celular) a pH • 6.5 

pertenecientes a tres sueros porcinos negativos y a tres sueros 

porcinos positivos a !..=.. pleuropneumoniae probados previamente con 

la técnica de Aglutinación con 2-Mercaptoetanol. 

En la Tabla 6 se reportan loe resultados de la prueba de 

Dot-ELISA realizada con los sueros problemas en los discos prepa­

rados bajo las tres técnicas de adsorción (por Filtración. por 

Inmersión y por Gota) de los diferentes tipos de anttgeno (AS.AL 
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flGIM 7. RESULIADOI CORRESPOMDIENTES A LOS BLANCOS CONSIDERADOS DURAMTE LA REA 

Ll2ACIOM DE u TECMICA DOT-ELISA, DONDE LOS DISCOS PERmmmE! AL_ 

LOTE DEL ANTIGEHO DE IAC!ERIA conPLETA CRECIDA EN nEDIO SOLIDO. ADSOR 
BIDO POR LA !ECNICA POR GO!A Y A pH : 6.5, 

B L 11 H C O S OBSERUACIOH RESULTADOS 

M: • SIDO POSITIUO • CGllJUliillO • SOUl.IE\llWOM ... GITIUO 

M: • SIDO llEGllllUO • CGIWilllO • SOIJI .IMWOll\ GITIUO 
"' 

M: • SIDI POSlllUO • CGllJUliillO • SOlll .U\IElllDOWI .-, POSITIU001 .. .) 

M: • SIDI llGATIUO • CCIWillJO • SOIJl.IMWOM IBATIUO<-> •• 

M: • l. l. S. • catJllQUO • SOWCIOll ll\IEWOM 1 IBATIUO ... 

M: • 1. l. S. • CGIUJUliMO • SOU.:IOll IMWOM 1 GTIUO •• .• 

O> : CON!ROL POSITJUO. <-> : COM!ROL HEGA!IUO. 
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runa e. USULTADOS DE LOS DISCOS (tol .......... ) CORRESPO~DIE•H¡ A LOS LOTES DE LAS !ECHICAS 

s 
u 
E 

JI 
o 
s 
H 
E 

G 
A 
T 
l 

V 

o 
s 

s 
u 
E 

JI 
o 
s 
p 

o 
s 
I 
T 
l 

V 

o 
s 

DE ADSORCIOH <•01 ru•1A<to•• 'º' IHHllSIOH Y toa '°'">, H LIS !RES DIFERENTES SUSPEH­

SIOMES DE AM!IGEMO (Ho .. ' ••C) A pH::6.5, OBTEMIDOS PO? EL ERFREMtAn!EMTO DE TRES su~ 
RO PORCtMOS MEGAtlUOS ~ POSltlUOS A!· pltyrgMtyt!pnur (U~uDos tnvu"un coM u 
TtCMlCA 111 HLUTIHAC10M CON Z•JIUCAUOHAMOL), 

TECHICAS·DE ADSOJICIOH 

Mflal PGI Pll.WCICll fOl lllllUCll PGI Qlfll 

llllCIDIAa. 
PLml CllCIM ) 

DIDIOllO--
) ) J 

LllO .CASI o 6 o 

1111Cm1Aa. 
fin\ CllCIM 1 ) ) 
11 IDIO LI-

., 1 

'1llO lftL) o o o 

- .:"} ) -· '1 l 
CIUIM CMl:I 

o o o 

llllC1DIA Cll-
Pll1tl Cll:llll • • • • ei ~ DI IDIO SO-
LllO IMI o o o 

MCmlA Cll-
PLEfll CllCIM • • • ., ·pi ) 
DI !DIO LI-
'1llO IALI o 6 o 

-CIUIM <M:> • • • ~ • ) 

o o o 

. O: CORRESPOMDE AL LADO OPUESTO DE LA SUPERFICIE H' •¡;no DISCO, 
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y AMCl e pH del buffer - 6.5. 

Con respecto a le Table 7 se reporten los resultados de la 

·interpretación de loe discos correspondientes e los lotes de los 

diferentes pH (6.5, 7.2 y 7.9). con los tres tipos de suspen­

siones de antigeno (AS. AL y AMCJ, pertenecientes e le t6cnice de 

adsorción del enttgeno por Gota. enfrentados con el total de 

sueros problemas. 

En le Tabla 8 se muestren los resultados del nllmero de 

sueros con las diferentes combinaciones de los antigenos CAS, AL 

y AMCJ a los pH trabajados (6.5. ?.2 y ?.9). Las combinaciones de 

los resultados de los sueros que Interesan pare realizar la 
2 

comparaciOn con el anAlisis de x son: (+ - -). <- - +) y 

(-. -). 

En la Tabla 9 se muestren los resultados del namero de 

sueros con las diferentes combinaciones de los pH (6.5. 7.2 y 

7.9) con los tipos de antigenos trebaJados (AS. AL y AMCl. Con 

respecto a las combinaciones de los resultedos de los sueros que 

interesan son los mismos que se consideraron anteriormente. 

2 
En la Tabla 10 se reporta el an4lisis estadistico de x para 

los sueros probados con la t6cnice Dot-ELISA. utilizando los 

diferentes entlgenos (AS. AL y AMCl a los pH trabajados (6.5, 7.2 

y 7.9). 



HU'· RESUL!dOS DE LA PRUEBA m·ELISA REAi.iZADA cow LOS sums PR08LEftAS USAMDO 
LOS tlStOS CORRESPOWDIU!ES A US TEC«ltAS DE AJSORCIDW (rot flLUmow, -

to1 1••11110• ' toa tOH), DE LAS TllES blfEREMTES SUSPEMS!OWES DE AMTIG!:HO 

<••• •• ' ••<> Y COK fff »EL BUFFER: 6.S. 

TICCHICA DIC ADSORCJON 

••• ...... 

19 

u• 
u• 
13 
14• 
15• 

u• 
u• 
lt 
u 
11 
JJ 

u 

AS 

r111 FILIMCIGll 

AL A .. C AS 

• : SUEROS POSITIVOS COK LA TECN!CA bE 2-nE. 
t : MSULTAbO POSITIVO. 
- : RESULfAOO ME~TIVO. 

AL AMC 118 

• 

AL A .. C 



CONTINUACION DE LA JIU 6. 

TSCNJCA DE ADSORCJON 

fOI FILTllAClll fOI lllllSlll 

... H 
SUDO. 

AS AL AMC AS AL AMC AS AL AMC 

59 
u• 
H 

u .• 
'3 
H 
65 

" 67 

u• 

"" 11 
71 

71• 

73 
74 
75• 

H 
n• 
71 

" " 11 
IZ 
13• .. 
15 

" 17 .. 
n 

" 91• 
ta• ,, 



CORUHAClll Dl LI ,_, 6. 

TECMICA DE ADBORCIOM 

fOl FILMIOll fOI lllllSIOll 

11111.K 
SIDO. 

AS AL AMC AS AL AMC AS AL AMC 

u• 
H 
n• 
16' 
Z1 
11 ., . 
• 
11 

u• 
u• 
14• 
n 
16 
11 

• ., . .. 
u• 
a 
a 
44• 

e 
4' 
41• 

41 
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u• 
53 

54 

55• 
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51 
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fOIFILIMCICll 
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SIDO. 
AL AMC AS AL AS AL AMC 
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IUIA 7. RESULtllllOS DE LA PRUEIA DOt-nlSA REALIZADA COI LOS SUEIOI PUILEftA UHllDO LOS DISCOS 

CORRESPOllDIEMIES A LOS LOIES COR LOS DIFERERIES fil <•·•• ,,._. '·'> EllPLEABO LOS -
lllES llPOS DE SUSPHSIOMU DE HllGHO (H• •• 1 ••<> Al>SOUIOOS POR GOIA. 

TECNICA DE AD80RCION POR GOTA 

fll• ura =6.5 fil• 11111=7.Z 

AMC AMC -·· -· A8 AL A8 AL 

a• 
1• 

• s 

7 

• 
' 11 
u• 
u• 
u ... 
15• .... 
11• 

" H 

• 
11 
11 

• = SUEROS POSITIUOS COR u PIUEH a-nE. 
t : RESULTADO POSITIUI. 
• : llESULTADO REtatlUO. 

• 

• 

......... =7.9 

AS AL llMC 



COlltlllVACltR K LA t..a T. 

TICCtUCAS DE ADllO•CIOM POJI GOTA 

"' 111. una = 6.5 ¡111111. una. 1.2 "'ªuna =7.9 

••• AS ..... AL AKC AS AL AMC AS AL AMC 

n• • 
" n• • • .. 
17 

• .,. • • • 
11 

•• • 
11• 

M' 
IS 

• • 
17 

• .,. • • • .,. • 
u• • • 
41 ... 
• 
"' •• • • • • 
41 
SI 
Sl 
u• 
SI 
se 
ss• • 
" n • 
" 

" 



..... ..... 
" W' 
'1 
u 
u 
'4 

" " 67 ... 
"" ,.. 
T1 
n• 
n 
74 
7:1• 

" n• 
71 

fl .. 
11 
n 
n• 
14 
IS 

• 
17 .. 
" ,. 
91• 

n• 
n 

CM'ÍllMllCIOI H U ra..t '· 

TSCNICA DS ADaORCIOH POR OOTA 

!1111. 11711: 6.5 "' 11. 11111 : 7 .2 

AS AL AHC AS . AL AHC •• AL AHC 

• 

• 
• 

• 

St 



l'UU l. HUftERO DE SUEROS CON US DIFUENIES COllllHACIONES 

DE LOS ANllGENOS <••• •L 1 ••<) A LOS pH IRAJAJlt­
POS (t 0 1, 1.1 r 1.1). 

CCllUW:llllS 11 LOS Mll'IQllJS -·-•-&« "'6.5 (1117.Z 

••• 17 .. - ' • . - - 11 

·- -. 11 

- . . ' • 5 -. -. - . 4 

- - - 17 

1
COl!llNACIHES DE LOS INllGENOS ANALIZADAS CH x'. 

IS : ANTl6Ell01 IACIERIA COlll'LEIA CRECIDA El ftDIO SILIDO. 
U. : AN?IGH01 HCIERIA COllPLEIA CRECIDA EH ftDIO LIQUIDO, 

111: : !Mii iEN01 ftElllRANA CELULAR, 

" 

n 
1 

1 

' • 
• 
1 

n 

"'7.9 

" 
5 

' 
' 
5 

1 

• 
• 
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TlllA '· MUnEllO DE SUEllOS CON LAS DIFEllEHTES conBIMACIOMES DE 

LOS pH <' • s • "• ' "'> Y CON LOS TIPOS DE AHTIGEMOS 
(U1 ilL r •ftt) TRABAJADOS. 

IDlllMCllllS 11 LOS ;t 11111.1 DI stalS 

6.5 - 7.Z - 7.9 AS AL 

• • • 11 11 

• • - ' • 
• • - - u ' ·- - • 11 z 
~ • • 3 ' • - • - 7 ' u 

• - • 6 1 

- - - 31 3' 

conBIHACIOMES DE LOS. pH AHALl2ADAS. 

IS : AHTIGEHO: BACTE~JA conPLETA CllECIDA EH nEDIO SOLIDD. 

IL: AMTIGEMOt BACTERIA conPLETA CRECIDA EH nEDIO LIQUIDO. 

lllC : AHTIGEMO: nEnBllAHA CELULAR. 

MI: 

17 

u 

' • 
' 
' 
5 

31 



?UY 11. AKALIS!S DE x2 PARA LOS SUEROS PROiADOS co" 
DOT-ELISA, UT!Ll2AKDO LOS DIFlRUTES AH?! -
GUOS (U• AL ' .. ,¡ A LOS pll TMUJADOS -

(t,11 '·ª y '· •). 

VIII IAIUS xa QIQW\ 

,. '·' ..... u_ .. as, u v 1111e 7,tl 

.. 7.1 coa Mtl-11 Q, ILt llllC a.u 
ti 7,t oM Mli11 .. 11 AS, IL T llllC ª·" 

.. ti_ ts .... '·'· 7,1 t 7.t 1.11 

.. ti_ u .... ·,,,, 7.1' ?.t 7.:16 

.. ti_ lllC .... '·'· 7.1 ' 7 ·' 1.74 

.2 = 5. 991 ti=? 8.9' p 

IS = AMmm1 BACTERIA COllPLETA CRECIPA EK ftEDIO somo. 
IL : AMrlGl:M01 SAtTERIA COnPLEtA CREC!Da El ftEDIO LIQUIDO. 

1111: : ANTIGUO: ftEftSRm CELULAR. 

H 



Los porcientos de sueros positivos a A· pleuropneymoniae con 

Dot-ELISA a los diferentes pH (6.5, 7.2 y 7.91 con los tres tipos 

de suspensiones de antigenos CAS. AL y AMCl adsorbidos por Gota 

se muestran en la Tabla 11. 

En la Tabla 12 se reportan los porcientos de sueros 

positivos a A· plturopneumoniae con Dot-ELISA a los diferentes pH 

(6.5. 7.2 y 7.9) con los 3 tipos de suspensiones de antigenos 

CAS, AL y AMC), adsorbidos por Gota, con respecto al total de 

sueros positivos con la t6cnica de AglutinaciOn con 2-Mercapto­

etanol. 
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;t 
1 
u 
r 
r 
1 
1 

"5 

;t 
1 
u 
r 
r 
1 
1 

7.Z 

;t 

• u 
r 
r 
1 
1 

7.9 

Hll.t U. PORCIEWTOS Df SUEJIOS POSITIUDS A !, plturopntlll!oniat 

CDH DOT•ELISA. A LOS DIFERENTES PH (6.t, •·• ' '·'> -
COK LOS TRES TIPOS DE SUSPENSIONES DE AMTIGEHOS <"'• 
" ' ••<> ADSORBIDOS POR GOTA. 

m. 
fOfl\L DI UIQI POSITIUOS x H ~ POSlflUOS cal 

llllllfl 
Oll IOT • U.ISA DOT - D.ISI\ -- u-. : H SlllOSI 

AS 4' 4'.n 

AL M 16.5$ 

AMC H 41.n 

A& M M.5S 

AL .. .. .• 
AMC .. 41;11 

AS 17 H.71 

AL Jt n.11 

AMC H 41.H 

H : AHTIG€N01!Ar.TERIA COftPLETA CHECIDA EN ftEDIO SOLIDO. 
tL : AHTIGEH01IAtfEllA CDftPLEIA CRECIDA EN ftEDIO LIQUIDO. 

lllC : ANTlliEH01 ftfftlR•HA CELULAR. 



pH 
1 
u 
r 
r 
r 
1 

6.S 

pH 
1 
u 
F 
r 
1 
1 

7.2 

"' • u 
F 
r 
E 
1 

7.9 

!IJU ll. ·~CIHIOI DE SUEROS rosmuos • !· "''""''"º'" 'º" 
DOt-ELISA A LOS DIFERUUS pi! <'·•· •.• ' "'> coa LOS -
!!ES mos DE SUSPUSlmS DE An!GDO (••· •• ' m) -

ADSOnlDOS POR GDtA V m LA PRUEIA DE Alil.Ut!UCIOM 2-"E· 

... TOW. DE sutn POSIUUOS ~ 
i K U11S POSnlUIJS cal IOl-

DE MTI 
DOT-ELISA /HIEllCéPTOEtfM 

El.ISA Qll llSPICJI) A flliUITIM---
CIGll al Z-lllll'llPlOEMiL 

Ulrll : JI SIDOS> 

AS 21 83.33 

AL 26 86.66 

AMC 24 8Utl 

AS 26 86.66 

AL 311 tee.• 

AMC 311 11111.• 

AS 22 13.33 

AL lZ ?3.33 

AMC 21 7Ull 

15 : AHtlGEH01 BACTERIA CO"PLETA CREr.lDA EK "EDIO SOLIDO, 
•L: AHtlGEH01 BACTERIA CO"PLETA CRECIDA EH "EDIO LIQUIDO, 

•llC : AHtlGE"O: nE"BRAMK CELULAR. 



5. DISCUSION. 

En este trebejo le t&cnice de lisedo que presento un grado 

de eficiencia mayor fue el metodo de Shock osmótico, ye que el 

realizar le compereciOn con les otras tecnices de lisedo en le 

Table 3 este presento un valor de absorbencia menor (0.73). por 

lo tanto fu& le utilizada pare le prepereciOn del entigeno 

correspondiente e le membrana celular. 

En le Figure 4 se comparen los resultados de les tinciones 

utilizadas pare comprobar le adsorción del entigeno en el papel 

de NC, aunque les tres t&cnices tifteron bien el entigeno 

adsorbido el papel se utilizo le tinciOn de Azul ·brillante porque 

pennitiO une mejor diferencie entre le tinciOn del papel control 

y el papel muestre. Tembien se observo que entre les tres 

t&cnices de edsorciOn del entigeno (por FiltreciOn, por Inmersión 

y por Gotel se encontraron diferencies en cuento e le intensidad 

de tinciOn; los discos pertenecientes e le t6cnice de adsorción 

por FiltreciOn presentaron un grado de tinciOn mayor por uno de 

los ledos. por otra parte en le t6cnice por Inmersión los discos 

se tiftieron por ambos ledos tenuemente, mientras que los discos 

de le tecnice de edsorciOn por Gota se tiftieron intensamente solo 

en le parte central del disco donde fue colocada le suspensión de 

entigeno. 
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Después de haber realizado el ensayo do Dot-ELISA, se apre­

ciaron diferencias en cuanto a la interpretación entre las t&cni­

cas de adsorción, la técnica de adsorción por Gota permitio una 

lectura m&s sencilla para le interpretación de los resultados. ya 

que los discos se tinieron color violeta solamente en la parte 

central, mientras que con las tacnicas de adsorción por Filtra­

ción e Inmersión se tinieron por ambos lados lo que dificulto 

grandemente la interpretación de los resultados. Esto concuerda 

con las observaciones realizadas anteriormente en las t&cnicas de 

tinción para comprobar la adsorción del antigeno. De acuerdo a 

todo lo anterior·se decidió utilizar la t6cnica de adsorción por 

Gota para analizar las variaciones a distintos pH y con las 

diferentes suspensiones de anttgeno (Tabla 7). 

Se observó una variación en los resultados cuando· la prueba 

se realizó a pH 6.5. teniendo un efecto sobre el tipo de antigeno 

utilizado. Cuando se utilizó el antigeno AT •. se obtuvieron varia­

ciones significativas en los resultado8, lo cual sugiere que el 

pH si tiene un efecto sobre este antígeno. Mientras que los tipos 

de antigenos no se vieron afectados cuando se utilizaron los pH 

7.2 y 7.9, ya que no existieron variaciones significativas en los 

resultados y los antígenos AS y AMC no se ven afectados por el 

pH utilizado. No obstante. se observo una variación mAs signifi­

cativa cuando la prueba se realizo a pH 7.9 qua a pH 7.2: del 

mismo modo, exist.ió una variación mAs signficativa cuando se 

utilizo el anttgeno AS con respecto al anttgeno AMC, por lo 

tanto. se podrta sugerir que las condiciones de la prueba mAs 
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adecuadas serian e pH 7.2 ut,ilizando el antigeno AMC (Table 10), 

debido a que a pH 7.2 la reacción antigeno anticuerpo se ve 

favorecida quizas porque la estructura del antigeno no es altera­

da por este pH. 

Los resultados mencionados anteriormente se pueden 

corroborar con loe resultados reportados en la Tabla 11, en donde 

el antigeno AL a pH 6.5 y 7.9 le corresponde un porciento de 

detección de sueros positivos bajo (36.55 y 30.10 respectiva­

mente), por lo tanto, la prueba Dot-ELISA en estas condiciones no 

es la adecuada pera nuestro inter6s, porque podria estar repor­

tando falsos negativos, debido a que la estructura de los deter­

minantes antig6nicos del AL a pH 6.5 y 7.9 podrian estar alterada 

y por lo tanto no ser reconocidos por los anticuerpos contra A· 
pleuropneWJ\oniae presentes en el suero. Sin embargo, a pH 7.2 con 

ant1geno AL el porciento de detección de sueros positivos fué 

elevado, ésto pOdria deberse que en estas condiciones se es-

tuvieran reportando falsos positivos. tal vez porque la estructu­

ra del antigeno AL a pH 7.2 se altera de tal forma que ee recono­

cida por anticuerpos no espec1ficos. Mientras que los porcientoe 

de detección de sueros positivos que tienen un valor intermedio: 

41.93, 36.55, 39.78 y 41.93, correspondientes al antigeno AMC a 

pH 6,5, antigeno AS a pH 7.2. antigeno AS a pH 7.9 y ant1geno AMC 

a pH 7.9 concuerdan con las condiciones de pH y tipo de antigeno 

que presentaron una variacion poco significativa CTabla 10), 

En el caso donde se utilizo el ant1geno AS a pH 6.5, el 
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porciento de detección de sueros positivos fu6 alto (46.23), 

debido al mismo efecto que se presenta con el antigeno AL a pH 

7.2 (detección de falsos positivos). 

Con respecto al antigeno llMC a pH 7.2. el porciento de 
! 

detección de sueros positivos tu• elevado (47.31). del mismo lllodo 

en estas condicione• no se observaron variaciones significativas 

en los resultado• <Tabla 10). 

En la comparación de loa resultados positivos obtenidos con 

las pruebas Dot-ELISA y Aglutinación con 2-Mercaptoetanol <Tabla 

121 se observa que a pH 7.2 usando el antlgeno AllC se obtuvo el 

10~ de detección de •ueros positivo• probados previemente con 

2-ME. mientras que en las delllls.condiciones de pH y tipo de 

antlgeno los resultados tienen la milllllll tendencia de los porcien­

tos de detección de sueros positivos analizados anteriol"lllente en 

la Tabla 11. 

En el ca•o de los sueros 4, 38 y G7 que son negativos para 

la prueba de Aglutinación con 2-Mercaptoetanol. 6stos miamoa 

fueron positivo• para el ensayo Dot-ELISA con la mayoria de lea 

auspenaiones de antlgeno y pH trabajados. principalmente con el 

antlgeno AMC a pH 7.2, por lo que penaamos que eatoa sueros son 

poaitivoa a A· pleuropneWRQniae pero no son detectados por la 

prueba de Aglutinación con 2-Mercaptoetanol debido a la baja 

senaibilidad de este 1116todo. es decir la habilidad de la prueba 

Dot-ELISA para detectar cantidades pequenae de anticuerpos es 

mayor que la pruebe de Aglutinación con 2-ME. 
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Finalmente, por todo lo analizado anterionnente, las 

condiciones óptimas en el desarrollo de la prueba Dot-ELISA para 

la detección de anticuerpos contra A· pleuropneymoniae son a pH 

?.2 con el ant!geno AMC. 

10 



6 • CCllCLU8IOllJIS. 

l.- En Hte trabajo el •todo de Shock Oem6tico tu• la t6cnica de 

li••do de bacteria• .... efectiva. 

a.- La t•cnica por Gota e• ·la mi• adecuada para la ad•orcion del 

anttgeno al papel de nitrocelulo••· 

3.- El Dot-ELISA realizado a pH 7.2 y con el anttgeno de llembrena 

Celular. e• un .. todo de dtagnOetico rApido y de fAcil desarrollo 

para la deteccion de anticuerpo• c:·mtra Actinobtlci l lu• 

pltyropn1ymaniat. 

4.- La t•cnica Dot-ELISA presento una •ensibilidad mayor que Ja 

de la Ucnica de Aglutinacion c:on 2-Mercaptoetanol. 
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7 , IPllll>ICB. 

Al AGAR a11 CClllPLlllllft'AIX). 

Extracto de levadura en polvo ...•••...•.•...••...• 0.2!1 q. 

loar BllI .......................................... 1.30 q. 

Car!lonato de eodio .•...•••••••.•.••...•• · •.• ; • . • . • • O. !13 o. 

Suero eet6ril de equino ......... , •••• : • .• · ......... 2.!10 al. 

lflD al 1'11 en agua deatilada • , , .................... 0.2!1 mi. 

lqua de•tilada ••..•••••••••••.......• , .••••••.•..• 22.2!1 ml. 

Bl aurnR DZ 108PAT08 (I08RT08 0.111 pll 5.78). 

Soluci6n A !NaH PO 0.2 Ml: disolver 27.6 o de N•H PO .H O en 
2 4 2 4 2 

agua destilada. completando a un litro. 

Solucl.6n B tifa HPO 0.2 11): !13.65 o de Na HPO .7H O ee disuelven 
2 4 2 4 2 

en agua destilada, llevando a volumen final de un litro. 
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lol1&ai6n A 

(mll 

loluai6n B 

(mll 

342.!5 

140 

35 

MaCl (g) 

Trietanoluina 

HCl 1 M <mll 

M¡rCl. 6H O (!1) 
2 

CaCl .2H O <mll 
2 2 

Agua deatilada 

1!57.!5 

360 

46!5 

(mll 

(mll 

Agllll 4-til.U 

(mll 

?.!5 

2.8 

21.3 

00.l 

0.02 

97!5.9 

!500 

!500 

!500 

?.!5 

2.8 

17.0 

00.1 

0.02 

980.2 

pH 

6.!5 

?.2 

?.9 

?.!5 

2.8 

.. 12.6 

00.1 

0.02 

984.6 

(28) 

(33) 

Cl Soluci6n de leche dHcr-da al s• an TBS al pH correapon­

diante. 

Skim-Milk . . . . . . . . . . . . . . . . . . . • . • . . . . . . . . . . . . !5 !1 

TBS 100 ml 
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DI Solución reveladora. 

Alta-cloronattol ................................. 30.0 111!1 

Metano! ..............•......•.................... 10.0 mi 

TBS al pH correepondiente ...•••••..••...•...•...• SO.O mi 

HO 
2 2 

?4 

o.os mi 

(281. 
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