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I. LISTA DR ABRRVIATURAS.

A. plsurconsumenise = Actinobacillus pisuropnsumenias

NAD = Nicotinamida adenin dinuclestido

BHI = Infusion de cersbro y corazoén

8. aureus = Staphviococcus aureus

2-ME = 2-Mercaptostanc!

'!LISR = Enzime Linked Immunosorbent Assay (enzima ligada
un inmunocabsorbente inerte).

NC = Nitrocelulosa.

rpm = revoluciones por minuto.

PBS = Buffer de fosfatos.

TBS = Solucién amortiguadora de trietanolamina.

nm = nandmetros.

ul = microlitros.

ug = microgramos.

Corr = correlacién.

Db = punto de interseccién con el eje de la Y.

m = pendients.

PCP = pleuropneumonia contagiosa porcina.

AS = Antigeno: bacteria completa crecida en medio s6lido.

AL = Antigeno: bacteria completa crecida en medio liquido.

AMC = Antigeno: Membrana celular.

AG = Antigeno.
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IV. RESUNEN

La porcicultura nacicnal es una de las industrias més impor-
tantes de! pais, sin embargc son grandes las peérdidas que
representan las enfermedades neumdnicas del cerdo que estdn
disminuyendo el jnventario nacional hasta en un 30% de au
poblacidn;: entre los agentes etiolégicos causantes de neumonia
destaca .l Actinobaciliue gleurcpneumonijase. Las  pruebas
serologicas constituyen una herramienta valiosa en ¢l manejo del
problema infeccioso en las granjas, pués permiten detectar a los
animales enfermos crénica y subclinicamente. Esto permite
eliminar & las posibles fuentes de infeccion, para los animales
sanos, pero es claro que las pruedbas disponibles hasta ahora no
reunen los requisitos necesarios para un control
seroepizootiolégico confiable y deben desarrollarse prﬁobu de
sencilla realizacion y alta sensibilidad sin que se altere la

especificidad.

En este trabaic se realizd la estandarizacion de la prueba
Dot-ELISA para la detecciotn de anticuerpos contra Agtincobacillup
Rleuropneumonjse., empleando diferentes tipos de antigenos y
condiciones de pH, asi como diferentes técnicas de adsorciéon de
las suspensiones de antigeno. Los resultados mostraron diferen-~
cias en cuanto a los resultados del ensayo de Dot-ELISA entre las
técnicas de adsorcidn siendo la mas adecuada por Gota, también
existieron variaciones significativas con el antigeno AL
(Antigeno: bacteria completa crecida en medio liquido) a pH 6.5 y
7.9 que presentaron porcientos de deteccién de aueroe positivos

VI



bajoé. con este mismo antigeno a pH 7.2 el porciento de detecciéon
de sueros positivos fué elevado pero se obtuvieron variaciones
significativas, 1o mismo sucedidé con el antigeno AS (Antigeno:
bacteria completa crecida en medio so6lido) a pH 6.5. Mientras que
los porcientos de deteccidon de sueros positivos que tienen un
valor intermedio y que presentaron variaciones poco significati-
vas correspondieron a las condiciones siguientes: antigeno AMC
(Antigeno: membrana celular) a pH 6.5 y a pH 7.9, antigeno AS a
pH 7.2 y a pH 7.9. Con respecto al antigeno AMC a pH 7.2 presentd
un porciento de deteccion de sueros positivos elevado y no sge
observaron variaciones significativas en los resultados'. Compa-—
rando los resultados positivos obtenidos con las pruebas Dot-
ELISA y Aglutinacién con 2-ME se obtuvd el 100% de deteccién de )
sueros positivos con 2-ME probados previamente, lo que que sugi-
rié que estas condiciones son las mas adecuadas para la realiza-
cién de la prueba Dot-ELISA para la detecciéon de anticuerpos
contra A. pleuropneumonjae. Se detectaron 3 sueros que presenta-
ron ser negativos para la prueba de Aglutinacién con 2-ME pero
positivos para la prueba Dot-ELISA con- la mayoria de los antige-
nos y pH trabajados esto sugirid que realmente estos sueros son
positivos pero no fueron detectados con la prueba de aglutinacion

con 2-ME debido a la sensibilidad mas baja que presenta.

VIl



1. INTRODUCCION.

1.1. _Generalidades.

Las limitaciones en la produccién animal estadn en parte,
asociadas a las enfermedades infecciosas. Congsecuentemente en las
dltimas décadas el crecimiento de la poblacién mundial. no ha
venido respaldado 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 estd regular-
mente afectads por las enfermedades infecciosas, encontrando
principalmente dos tipos de afecciones: entéricas y respirato-
rias. En los paises de América y Europa entre las causas de
morbilidad y mortalidad en e] ganado porcinc se encuentran las
respiratorias, que se han reconocido como un factor importante en

la produccién porcina intensiva (21, 42, 60).

En los ultimos afios, la atencidén sobre problemas respirato-
rios en cerdos ha sido enfocada a las neumonias, gque aunque de
etiologia variable se atribuyen principalmente a bacterias de los
géneros Pasteurejla. DBordetella y Actinobacillus., sin que se
reste importancia a Micoplasmas, virus o interacciones entre

estos (25, 82).



La neumonis en el cerdo repressenta unc de los mas graves
problemas infecciosos de esta especie animal, Tipicamente entre
81 30-60% de Jjos cerdos de abasto presentan alguna lesién neuméd~

nica (41).

El costo de esta enfermedad para la industria porcina es
enorme, debido al cardcter crénico que usualmente presenta, 1lo
que ocasiona importantes pérdidas por deficientes ganancias de
peso y retraso de crecimiento. Recientemente se ha calculado que.
por cada 10% de tejido pulmonar afectado, el cerdo sufre un
retraso de crecimiento (medido por su ganancia media djaria) del!
5%, aunque esto parece ser mAs cierto cuando la lesién es del 15%
o mas de extension (B0). Anexando a las pérdidas econdmicas
asociadas a la muerte de animalea, los elevados gastos de medica-
mentos, se le ha considerado como la principal causa de disminu-
cion de la productividad, especialmente en cerdos de engorda (29,
30, 81).

En México, las neumonias representan grandes pérdidas eco-
némicas para la porcicultura. Estudios realizados en distintoz
estados de la Republica Mexicana revelaron que un %50% de los
cerdog sacrificados en rastro presentaban lesidén pulmonar (32).
tan solo en el rastro de Ferreria en la ciudad de México. en 1978
e) 10% a 12% de los animales sacrificados presentaban neumonia vy

para 19686 la cifra aumentd al 28.2% (34, 44, 57).



1.2. Antecedentes.

El microorganismo causante, aislado de pulmones neuménicos

"de cerdos y capaz de reproducir la enfermedad fué denominado
inicialmente Haemophiluyg parahsewolyticug (Olander, 1963), debido
a sus caracteristicas bioquimicas, como el requerimiento del
factor V (NAD=Nicotinaminadenosin dinucledtido) y la produccién
de una marcada hemélisis en agar sangre, este primer reporte fué
realizado en California, E.U. (58). Ese mismo afio, Shope
investigd en Argentina un brote de pleuropneumonia de tipo agudo
en cerdos y se denomind Haemophilus pleuropneuymonjae. Después de )
una serie de estudios realizados a las bacterias mencionadas
anteriormente, se concluyd que se trataba de la misma bacteria

(64, 79).

Actualmente se ha sugerido que se reclasifique la bacteria y
se le coloque dentro del género Actinobacillus. Esta ultima
proposicién se basa en el hechc de que tanto las biovariedades
factor V dependientes (biovar 1) como las biovariedades factor V
independientes (biovar 2) de Haemophilus pleuroppeumoniae, pre—
sentan una mayor similitud fenotipica y un mayor porcentaje de
hibridizacién de DNA con Actinobacillus Jligpnieressji que con
Haemophilus influenzae. As! mismo los patrones de movilidad

electroforética de las proteinas de membrana externa que presenta

H. pleuropneumonjae guardan una mayor similitud con los presen-
tados por algunas especies del génerao Actjnobacillus como A.

guio. A. eguiili. A. lignjeressi y con Pasteyrella haemolytica,



que con los patrones observados para H. jnfluenzae vy H. parasuis.
Debido a ésto la clasificacién actual de este microorganismo es:

Actjnobacilius pleuropneumonijae (65. 75).

1.3. pctinobacilius pleurcpneumoniae.

A, pleuropneumoniae es una bacteria pleomérfica que se
observa generalmente como bacilo corto gram negativo, encapsulado
de aproximadamente 0.5 a 1.5 um, de largo pbr 0.3 um de diametro,
inmévil, no esporulado, aerobio y anaerobic facultativo, y crece
on medios enriquecides que contienen factor V (NAD), pero no re-

“quiore el tnc.tor X (Hemina) (7, 31). Por lo tanto, el hecho de
que Staphylococcus aureus. libere al medio el factor V., pomite'
que ol A. pleuropneumoniae se pueda desarrollar en la proximidad
de las colonias de éste, dicho fentmeno se conoce como satelitis-

mo (7,31).
Las caracteristicas bioquimicas de este microorganismec se
muestra en el Tabla 1 (7, 31, 65).

Nicolet (1971), utilizé pruebas de aglutinacion y la prueba

de Quellung (hinchamiento de capsula), para definir tres

© serotipos de A. pleuropneumonjae, basdndose en los antigenos
tipo—-especificos asociados a la cdpsula. Posteriormente

Gunnarsson et al (1978), amplié a cuatro y cinco serotipoe.
Nielsen y Rosendal propusieron la existencia de los serotipos 6

Y 7 respectivamente (50, 72)., En la actualidad se reconoce



TABMA 1. CARACTERISTICAS BIOQUINICAS DEL A. pleuropngusoniss. -

Toater ¥ .
Taster X -
Catalasa [}
Nitrates . .
Ouidasa [
rea .
Inde} -
Citrates -
VYogues-Proskaner -
Baje de metile -
Nemslisis beta +
Lactesz -
Ribesn -
Xilesa +
Aradinesa -
Inesitel

Dextresa

Frestesa

Raltesa

Nanitel

Tosfatasa alcalina

- --- e

2, 31)

Factor ¥ = MAD
Facter X = Nemina
Ligere =1}
Dudese = d



mundialmente la existencia de 9 serotipos. aunque Nielsen (54) en
" reportes recientes dice haber encontrado los smerotipos 10, 11 y

12 (52, 55).

Por lo general los antigenos que proporcionan la especifidad
de tipo en las bacterias se encuentran localizados en Ila
superficie de éstas. Para A. pleuropneumonjae se consideréd que
debido a que la especificidad de tipo puede conservarse en la
fase acuosa de una extraccidn agua-fenol, es probable que los
antigenos tipo-especificos gean polisacAridos y/o
lipopolisacaridos. Esto parece reafirmarse con la posibilidad del
uso de la prueba de inhibicidn de la hemaglutinacién, dado que se
sabe que la mayoria de los casos los antfgenos o principios

activos que sensibilizan eritrocitos son polisacaridos (16).

Se han obervados reacciones seroldgicas cruzadas in vitro,
entre los diversos amerotipos de A. pleuropneumonjae, lo cual es
probablemente debido a que posee mas de un componente antigénico
tipo~-especifico. De esta manera, la expresion variable de estos
antigenos ha permitido observar, por ejemplo: reacciones cruzadas
entre los serotipos 6 y 8 en pruebas de inhibicién de la hemaglu-
tinacioén; entre los serotipos 3 y 8 en pruebas de inmunodifusién
doble (24, 51); de serotipos 4 y 5 con el 6 en pruebas de inmu-
nofluorescencia (72). Con eata ultima prueba se encontré cru-
zamientos smerolégicos del gerotipo 4 conel Syel 7; y del

serotipo 2 con el 6 (67, 68).
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1.4. Pleuropneumonia contagiosa porcina.

El Actinobacillue pleuropneumonjae es el agente etioclégico
de la pleuropneumeonia coﬁtagioaa porcina la cual es una
enfermedad importante que produce un impacto econdomico
significativo, teniendo como caracteristicas en su forma cronica,
la disminucion de peso, y una baja conversién alimenticia, lo que
provoca mayor costo para el porcicultor los animales que sge

mantienen vivos due los gue mueren por la forma aguda (18,23).

Entre los factores que predisponen a los problemas
respiratorios se sncuentran cambios bruscos de temperatura, malas
condiciones de higiene, estres debido al manejo y adquisicion de
nuevos animales; uno de los factores mds importante es la
densidad de la poblacién animal (23, 76). Otros estudios muestran
que el manejo y el ambiente juegan un papel importante en la

incidencia y gravedad de neumontias (4, 23, 83).

Esta enfermedad esta ampliamente distribuida en el mundo (8.
43, 49, 58, 77). en México el primer aislamiento reportado fué un
brote en Tlaxcala (32,44) y posteriormente en los importantes
estados porcicultores de la zona del Bajfo. El serotipo 1 se ha
encontrado en Argentina, Holanda y Australia; el serotipo 2 en
Suiza, Dinamarca, Suecia y Japén; 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, Finlanda. Holanda y Belgica (2%). En México, ha sido aislado

e}l serotipo 1 (34).



1.4.1. Norbilidad y mortalidad.

En los brotes mexicanos la evaluacién de la morbilidad, se

ha caracterizado por los siguientes hechos:

a) Varia segun la edad de los animales.

b) La mayoria de los brotes detectados ha sido en animales de 230
a 50 Kg. de peso.

¢) Puede alcanzar en el lote afectado hasta el 80%, en tanto que
la mortalidad, aun en presencia de tratamiento puede ser hasta
del 35%.

d) Ocasionalmente se difunde a unimales adultos (3, 32, 76).

1.5. Transmisién.

La transmisién de A. pleuropneuymoniae se lleva a cabo
principalmente por contacto directo de cerdo a cerdo a través de

aerosoles, esta forma de ‘transmision se intensifica cuando:

a) Se utilizan corrales o jaulas gue permiten el contacto.

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

Los brotes se presentan sibitamente y se detectan por la

muerte de algunos cerdos en la granja ¢ piara.



1.6. Patogenia.

Se sugiere que la enfermedad se presenta cuando el microor—~
ganismo escapa de los mecanismos de defensa del tracto respirato-
rio superior y llega a nivel alveolar en donde, dependiendo de
la habilidad del A. pleyropneumonjae podrd establecerse y multi-
plicarse por su virulencia asociada a uno o a varios factores que
parecen ser, la presencia de cAdpsula, endotoxinas y/o exotoxi~-
nas, y de la falta de una respuesta inmune adecuada por parte del
hospedero (26). Se ha probado experimentalmente que el sobrena-
dante del medio de cultivo libre de bacterias puede inducir
neumonia localizada microscépicamente, similar a la causada en

cerdos infectados (3).

El A. pleuropneumonjae resulta citotoxico para los

macréfagos alveolares del cerdo y células mononucleares de sangre
perifeérica. La toxina de esta bacteria es estable a altas tem-
peraturasa (100°C/15 min), y puede ser neutralizada con sueros de
cerdos con infeccién crénica; se encuentra en la pared celular
bacteriana y puede producir trombosis vascular y exudacién de
flujo edematoso y hemorrdgico, sin embargo el hecho de que las
bacterinas que confieren mayor proteccidn son las que tienen
cépsuta ¥y no toxocide demuestra que la toxina no es el unico

factor de patogenia involucrado (73).

Estudios realizados recientemente, propusieron que parte del

dafio sufrido en el tejido pulmonar puede deberse a la liberacién



de enzimas y sustancias toxicas a partir de neutréfilos que

aparecen en la 2zona afectada en las primeras horas de Ila

infeccién por A. pleuropneumoniae.

Aquelias células de A. pleuropneumonjae que son ingeridas
por los fagocitos no son muertas y siguen reproduciendose
internamente hasta causar la muerte inicialmente al fagocito vy

poéteriomente al hospedero (27).

En general, se considera que la cApsula bacteriana puede
facilitar la colonizacidon y conferir cierta proteccién al
microorganismo contra factores inmunolégicos del huésped, como

son el complemento y los anticuerpos (69).

1.7. S8ignos clinicos.

La manifestacion mas aparente de ecta enfermedad es la
muerte repentina de los animales y la presencia de hemorragia
nasal, debidas al proceso inflamatorio del parénquima pulmonar.
Esta enfermedad puede tomar dos formas: Aguda y Sobreaguda. En la
forma aguda puede observarse anorexia, disnea con respiracidn
diafragmitica rdpida, cianosis en orejas y extremidades, vémito
ocasional, inmovilidad y muerte con hemorragia nasal en uno a
cuatro dias, o bien. recuperacién espontdnea. En la forma
sobreaguda ‘la manifestacién mds marcada es la muerte subita de

" los animales y la presencia de hemorragia nasal, poco aﬁtea de

eso ae logran detectar signos en el animal como una elevacion de
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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 patolégico ocasionadas por la PCP
pueden ser observadas tanto a nivel macroscdpico como
microscépico. Las lesiones macroscoépicas comprenden pericarditis,
hidropericardio, hidrotérax de liquido sanguinolentc. hemorragias
en miocardio, adherencias pleurales, infartos en 16bulos
pulmonares diafragmdticos y friabilidad en la zona infartada. Las
lesiones microscépicas indican zonas de infarto, edema vascular,
infiltracion peribronquial Y perivascular de células
mononucleares (linfocitos y macrofagos) y hemorragias en alvedlos

(76, 82).

1.8. Control e inmunidad.

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

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

Se ha observado que los animales que 3obreviven después de
un brote natural por A. pleuropneumoniae, desarrollan inmunidad
especie-especifica ante el microorganismo y adquieren resistencia
a la enfermedad. De esta forma la granja adquiere cierto grado de

inmunidad de poblacién.

Las cerdas que han sido expuestas a esate microorganismos.

proporcionan a éus lechones inmunidad pasiva que los mantiene

1



protegidos durante las primeras 3 a 4 semanas de vida. Debido a
ésto, se pueden observar brotes en grupos de lechones de entre 3
a 6 semanas de edad. QuizAs es en la unidad de engorda en donde
se presentan con mds frecuencia los brotes agudos, debido al
mezclado de animales no inmunes con animales infectados
cronicamente que actuan como portado;eu. A este nivel es dificil
el establecimiento de inmunidad del grupo debido principalmente
al continuo movimiento de cerdos con introduccién de nuevos.

animales (62, 63).

El serodiagnéstico proporciona la manera mas facil de
localizar a los animales crénicamente enfermos; la exclusién de
tales animales portadores, con la introduccién de animales sero—
negativos que se sometan a cuarentena y a los cuales se les
realice un p&r de pruebas serolégicas con intervalos de aproxima-—
damente tres semanas. puede resultar un factcr de control impor-

tante (53).

Lg vacunacién que se ofrece hoy en dia previene la
mortalidad pero no evita la aparicién de la forma crénica de la
eqfermedad ni de portadores sanos. La enfermedad se convierte en
un problema dfficil de controlar aunque, las combinaciones de
ampicilina y penicilina han sido eficaces en la mayoria de ‘los
brotes tratados, esto es s6lo al inicio, ya que posteriormente su

efectividad decrece (76).

El usoc de bacterinas que contienen ademis de la bacteria

involucrada, lipopolisacarido de alguna enterobacteria como

12



Eacherichia coli (cepa J-5) han mostrado prevenir o disminuir la
mortalidad en buen grado. Cabe mencionar que una vacunacidn con
bacterinas hechas a base exclusivamente de la cepa de la regidn
con revacunhaciones frecuentes podria dar resultados

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

La introduccién de inmundgenos a base de fracciones
(cdpsula, endotoxinas o exotoxinas} acompafiados de adyuvantes
emuisionados (aceite en agua), podran en un futuro proporcionar

me jores resultados en la prevencién de la enfermedad (22, 69).

Por otra parte, el manejo en la granja es de suma importan-
cia para el control de la neumonia: 1) Evitando dreas ¢ unidades
con sobrepoblacién, 2) Disminuyendo ei mezclado de animales con
los de otras granjas y 3) Tratando de implementar un método
controlado de movimiento de animales. El uso de bardas de concre-
to sélidas, que no permitan un contacto directo entre animales de
corrales vecinos, y un ambiente con higiene, temperatura y hume-—
dad adecuados en la explotacién, coadyubard a mejorar el control

de las neumonias (62, 63).

1.9. Diagnéstico de la Pleuropneumonia contagiosa porcina.

El diagnéstico presuntivo de la PCP puede darse con base en
los signos observados en la forma aguda, mAs las lesiones encon-
tradas en el examen posmorten, la confirmacién del diagnéstico

resulta del! aislamiento de microorganismo causante (48). En el
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examen posmorten las lesiones pulmonares descritas anteriormente,
junto con la pleuritis, resultan sumamente caracteristicas, casi
patognomdnicas.. Sin embargo, una eficaz deteccion e identifica-
cion del agente etiolédgico en la infeccién puede ser de gran
valor en el diagnéstico y tratamiento rapido y efectivo de 1la
enfermedad. Como tanto que los portadores como los enfermos
cronicos son de importancia para la prevalencia de la PCP, el
diagnéstico de laboratorio es el procedimiento mds confiabie para

el control de esta afeccion (29, 48, 74, 79).

En el laboratorio el aislamiento y la caracterizacion del A.
pleuropneumonige, es necesario para excluir a cualguier otro
agente como probable causa de neumonia. El aislamiento primarioc a
partir del exudado bronquial, nasal y en particular de las le-
siones neumdnicas, se realiza eficientemente por el método de
diluciones en liquido, reportado por Pijoan et.ai. (61), pos-
teriormente se siembra en agar sangre a' 5%, inoculando por
estriado continuo y colocando sobre éste una estria de 8. aureuys
como cepa nodriza. El aislamiento debe mostrar colonias pequefias
cercanas a la estria de la cepa nodriza, las cuales deben presen-
tar hemdlisis beta y de esta forma prevée un diagnéstico indi-

cativo rapido.

La identificacién bacteriolégica total me realiza mediante
las pruebas bibquimicas resumidas en la Tabla 1 mostrada ante-

-riormente (7, 31).

Las pruebas serolégicas que permiten detectar a la bacteria

14



a partir de 1los exudados y h genad de pulmoén son las
siguientes: inmunofluerescencia directa e indirecta (15, 67, 71),
aglutinacién en placa (35, 39, 45, 67), aglutinacién 1lenta en
tub§ (14, 35, 76), precipitacion en tubo capilar (35, 49%),
inmunodifusion (15, 71), hemoaglutinacidn indirecta (51) y por

coaglutinacién (36, 38).

) Durante 1as infecciones naturales o experimentales la
respussta humoral y celular inmunes son estimuladas al parecer
por la presencia del lipopolisacarido y el polisacArido capsular
de A. pleyropneumonjae (12), los anticuerpos circulantes pueden
ser detectados alrededor de una semana después de la exposicion
al agente. Estos anticuerpos son demostrables con las pruebas de
tijcéibn de complemento (30, 46, 59), aglutinacién lenta en tubo
Y Aaglutinacién con 2-mercaptoetanol (35, 37) y por la prueba de
ELISA (47).

Los niveles de anticuerpos son mAximos en 3 y 4 semanas
despuds de la infeccidn y persisten por varios meses, pero

desaparecen después de la total resoluciédn de las lesiones.

Las pruebas merolégicas constituyen una herramienta valiosa
en el manejo del problema infeccioso en la granja, pués permiten
detectar a los animales enfermos crénica y subclinicamente. Esto
permite eliminar a las posibles fusntes de infeccién, para los
animales sanos. De la misma manera se puede evitar la
intreduccidn de ciertos portadores a granjas libres de la
enfermedad, reduciendo la probabilidad de que se presenten los

brotes agudos en animales sin inmunidad previa,
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Las pruebas que se han utilizado con relativa eticiencia
para el control epizootiolégico de la enfermedad son la fijacién
de complemento y la aglutinacion con 2-mercaptoetanocl (37,74),
por su realizacion mas fAcil y barata que las pruebas de ELISA.
Sin embargo, estas pruebas no son tan sensibles y algunos porta-
dores pueden pasar inadvertidos. asi como problemas de especifi-

cidaa sobre todo con cerdos adultos.

Otros reportes han indicado gque las pruebas Fijacién de
complemento y Aglutinacién en placa pueden dar resultados
falsos-positivos o reaccién cruzada con serotipos de A.

pleuropneymonjage y otras especies de Haemophilug (68).

En el caso de la Fijacién de complento existe un problema
adicional, la actividad procomplementaria del suero porcino
ocasiona el requerimiento de sueroc fresco de ternera para la
prueba y la actividad anticomplementaria presente también inter-
fiere frecuentemente en la evaluacién e interpretacion de la
prueba (37). Los titulos presentados por la prueba de Fijacién de
complemento no parecen correlacionar bien con la verdadera
inmuinidad del animal, pués aan en animales que presentan un bajo
titulo de‘ anticuerpos, posterior a una expogicién bajo
condiciones experimentales, se presenta proteccion ante el reto

con bacterias de serotipo homélogo (67).

Una ventaia de la prueba de Inhibicién de la
hemoaglutinacién indirecta es que los anticuerpos que producen

los cerdos por la vacunacién no se detectan por esta prueba, pero

16



" 81 los anticuerpos que aparecen como resultado de una infeccion
(56) .

Es claro que las pruebas disponibles hasta ahora no reunen
los requisitos necesarios para un control seroepizootioldgico
confiable y deben desarrocllarse pruebas de sencilla realizacion y

alta sensibilidad sin que se altere la especificidad.

1.10. Dot-ELISA.

El andlisis inmunoenzimAtico (AIE) recientemente deacrito en
el campo biomédico, parece tener un gran potencial para ser
utilizado a gran escala en la patologia clinica veterinaria.
Actualmente existen dos tipos de este analisis: a) el AIE
heterogénéo. donde el antigeno o el anticuerpo conjugado con la
enzima es separadc del complejo enzima-antigeno-anticuerpo, antes
de medir la actividad enzimdtica, y b) el AIE homogéneo, en el
cual la actividad enzimatica del antigenc marcado es medida de
presencia de! complejo antigeno-anticuerpo. En ambos casos es
poasible medir antigenos o anticuerpos y el procedimiento y
lectura se pueden realizar sin equipo especializado, o bien puede

llevarse a una completa automatizacioén.

El andlisis de la enzima ligada a un inmunoabsorbente inerte
(ELISA) o "Enzime Linked Immunosorbent Assay", corresponde a un
AIE heterogéneo. O sea que el antigeno o el anticuerpo primeroc se

fija a un soporte inerte y luego se hace reaccionar con el
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antigenc o anticuerpo correspondiente, que‘ontare marcado con una
enzima (conjugado); se lava el conjugado que no reaccioné y se
mide la capacidad Qe hidrolisis de la enzima sobre su
correspondiente sustrato. Generalmente se determina el grado de
transformacidn de un sustrato incoloro a un producto coloreado,
el cual se puede ohservar a simple vista o medirse en un

espectrofotémetro (20).

Uno de los métodos mas. usuales de las técnicas de ELISA es
el 4ndirecto, donde el antigeno es fijado o inmovilizado en un
soporte de fase sélida. se incuba con el suero que contiene el
anticuerpo, se lava y se afiade el conjugado, que consiste en
anti-inmunoglobulina conjugada con la enzima, de tal manera que
reaccione contra el anticuerpo deil complejo Antigen§ anticuerpo
primario; se lava y se adiciona el sustrato; la cantidad de
conjugado que se unié al primer anticuerpo se mide por la canti-
dad de sustrato degradado, llevAndose a c-bo la siguiente reac-

cion:

OH
PEROXIDASA

®® + l—lzo2 @@ + H20 + HC1
Cl

Alfa-cloronaftol Naftoquinona
{color violeta)

Grad& de hidrélisis « Cantidad de anticuerpo pre-
sente en la muestra.

(40).
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El ensayo de ELISA fué introducido como un método muy sensi-—
tivo para el trabajo diagnéstico de muchas enfermedades en bacte-
riologia, virologia y parasitologla. En el cual la ELISA también
fué eastudiada para el serodiagnéstico de infecciones de Actinoba—~
cillus en cerdos (17). El método de ELISA proporciona mejores
resultados de serotipificacion-especificidad en comparaciéon con
el método de Fijacion de complemento (19). Asi, la ELISA marca la
posible diferenciacidn entre infecciones causadas por los dife-
rentes serotipos de A. pleuroppneumoniae. Por lo tanto. para dicho
diagnéstico la ELISA es una alternativa muy buena que se atribuye
a su sensibilidad y especificidad (17). Sin embargo, ésta tiene
sus propias limitaciones: requiere un sofisticado equipo para su
realizacioén, relativamente una gran cantidad de antigeno purifi-
cado y la adsorcioéon pasiva de algunos antigenos en poliestireno
puede ser variable. Asi como también, inconveniencias en el
manufacturamiento en las placas microtituladoras de poliestirenc
puede resultar dentro y fuera del laboratorio variaciones en el

ensayo,

Una alternativa de la fase sdélida para la técnica ELISA es=
el papel de Nitrocelulosa (NC), el cual tienen caracteristicas de
adsorcién superior a otros soportes tales como el vidrio y po-
liestireno. Originalmente la NC se reportd en técnicas de inmuno-—
transferencia (immunoblotting) cuantitativas, el papel NC ha sido
subsecuentemente usado en la técnica ELISA para la deteccion y
andlisis de una variedad de proteinas, incluyendo inmunoglobuli-

nas aplicadas en pequefias cantidades (puntos). Recientemente, el
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papel de NC es usado en una variedad de formas y tamafios para la
deteccion inmunolégica de algunos patédgenos humanos y sus antige-—
nos: por esta razén en la técnica Dot se usa para la deteccidn de
diversos antigenos usando como reactivos anticuerpos marcados

con enzimas (Dot-ELISA) (1).

En un estudio de la técnica Dot-ELISA para la deteccién de
anticuerpos del virus Pseudorabies en suero porcino. se reporta
que la sensibilidad y la especificidad de esata técnica fueron de
magnitud aimilar. 98.8% y 98.3% respectivamente, las cuales
resultaron aproximadamente 1% mas bajas que la tecnica ELISA (1,

85).

La- técnica Dot-ELISA cuenta con algunas ventajas entre ellas
tenemos que no requiere un equipo sofisticado, ni gran entrena-
miento técnico de personal, puede ser desempefiada en 4-5 horas
por personas con poca experiencia previa, y los reactivos son
bastante estables; pruebas qhe investigaron la estabilidad del
antigeno seco en tiras, indicaron su resistencia a la distribu-
cién por correo en climas tropicales y pudieron mantenerlo a 4°C
por un razonable periodo antes de su uso. Por todo lo mencicnado
anteriormente del antigeno, la elaboracidn de una prueba apropia-
da para la deteccion de anticuerpos contra A. pleuropneumonjae
ayudaria ampliamente a controlar la enfermedad causada por dicha
bacteria presentando una alta aplicacién como una rapida y facil

prueba d§ campo en el diagnédatico de esta enfermedad (1, 20).
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2. OBJETIVOS.

OBJETIVO GENERAL:

Estandarizacion de la prueba de Dot-ELISA para la deteccién
de anticuerpos en sueroc contra Ag&ingp@gillgg pleuropneuponjae.,
agente causante de la pleuropneumonla contagiosa porcina. con el
fin de establecerla como un método de diagnéstico rapido y de

facil desarrollo.

OBJET1IVOS ESPECIFICOS:

- Comparar las técnicas de lisado: método de Shock Osmotico,
Congelacion-Descongelacion y Agitacion, para elegir aquella que

presente un grado de lisis mayor.
- Comparar las técnicas de adsorcién: por Filtracién, por

Inmersioén y por Gota del antigeno al papel de Nitrocelulosa,

analizando sus ventajas y desventajas.
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- 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 reaccidn antigeno-

anticuerpo.

- Analizar los resultados obtenidos en la técnica Dot-ELISA con

respecto a la bruebn de aglutinacién con 2-Marcaptoetanol.
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3. MATERIALES Y NETODOS

3.1. NMATERIAL BIOLOGICO.

3.1.1. CEPAS.
La cepa de Actinobacillus pleuropneumonijae serotipo 1 (3193)
Yy la cepa Cowan de Staphilococcus ayreus utilizada para la prueba

de satelitismo fueron proporcionadas por el Profr. José TomAs
Hernandez Méndez de la Escuela Nacional de Ciencias Biolégicas

del Instituto Politécnico Nacional.

3.1.2. SUEROS.

Los sueros porcinos positivos y negativos a A . pleuropneu-
monjae con la técnica de Aglutinacién con 2-Mercaptoetanol fueron
donados por la Q.F.B. Lourdes Ontiveros Corpus y el R.F.B. Victor
Manuel Tenorio del Instituto Nacional de Investigacién Agrope-
cuarias y Forestales Palo Alto. Los sueros de conejo positivo vy
negativo a A. pleurcopneumonjae fueron proporcionados por el M. en

C. Andrés Romero Rojas de la Unidad de Posgrado de la Facultad de

Estudios Superiores Cuautitlan.
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3.2. KEDIOS DE CULTIVO.

Los medios de cultivo utilizados fueron de tipo convencional

con excepcison del BHI complementado (Ver apéndice).

3.3. REACTIVOS.

Todos los reactivos empleados para la elaboracidén de este
trabajo fueron de marca Baker., Merck y Sigma de grado reactivo, y
los medios de cultivo tueron‘ marca Bioxon. Los conjugados
(antisuero anticonejo peroxidado Y antisuero anticerdo
peroxidado} fueron donados por los Laboratorios Nacionales de
Servicios Veterinarios, NVSL: Unidad de Reactivos Virales, Ames,

lowa, E.U.).

3.4. PRUEBAS BIOQUIMICAS PARA L IDENTIPICACION DEL
MICROORGANISMO.

A) Tincidn de Gram (7, 31).

B) Reaccion de CAMP.

Es la capacidad para mejorar la hem¢lisis producida por una
toxina del g. aureus (cepa nodriza). Se realizé haciendo una
inoculacion a lo largo de toda una placa de agar sangre colocando

posteriormente un inocule de la cepa nodriza en forma
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perpendicular al estriado de la bacteria examinada. Una prueba
CAMP (+) fué aquella que mostré una hemdlisis completa en la zona

de las colonias cercanas a la cepa nodriza.

C) Brueba de Ureasa.

Se inoculé un tubo con agar urea de Christensen sin NAD con
un cultivo de la bacteria crecida 18 hrs. en agar BHI complemen-—
tado. Se cosechd la bacteria con NaCl 0.15 M., lavando por centri-
fugacién dos veces 15 min. a 4000 rpm. Una o dos gotas de 1la
suspension gruesa obtenida se colocaron en los tubos de urea; la

obtencién de un color rojo o rosado indicéd ureasa positiva.

D) Prueba de Satelitismo.

Se realizé haciendo una inoculacién a lo largo de toda una
placa de agar BHI cclocando posteriormente un indculo de la cepa
nodriza en forma perpendicular al estriado de la hacteria exami-
nada. Una reaccion positiva fué cuando el A. pleuropneymponjae

crecid en la periferia de la cepa nodriza.

E) Hidréljgis de Carbohjdratos.

Se inocularon tubos conteniendo 0.5 ml. de caldo base rojo
de fenol, 1% del azucar a probar y 10 ug./ml. de NAD con un
cultivo de A. pleyroppeumoniae de 19-24 hrs. de crecimiento. El
cambio de coloracién en el medio de rojo a amarilio indicé una

prueba positiva al carbohidrato que contenia ese tubo (7, 31).
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3.5. PREPARACION DEL ANTIGENO DE A. pleurofosmonias.

Se utilizé la cepa de A. pleuropneumonige serotipo 1 en las
siguientes -formas:

3.5.1. Bacteria complsta.

A) Medio agar BHI complementado.

Se sembrd la bacteria a lo largo de toda la placa de agar
BHI complementado en forma masiva, dejandolo incubar a 37°C.
Posteriormente se cosechd con buffer de fosfatos (PBS) estéril a
los pH correspondientes: 6.5, 7.2 y 7.9 (Ver apéndice). Se reali-
zaron dos lavados de la siguiente manera: se centrifugé a 3000
rpm durante 20 minutos, el paquete bacteriano obtenido se resus—
pendid en PBS estéril al pH correspondiente, se centrifugd nueva-
mente resuspendiendo el paquete en PBS al pH trabajado. La sus-
pension bacteriana obtenida se ajusté a un valor de absorbancia

de 1.5 a 590 nm (70).

B) Medio l1iguido BHI complementado.

Se cosechd® el crecimiento de A. e onjae de una
placa de BHI complementado como se explicd en el inciso A, con 10
ml de este cosechado se inocularon 250 m]l de caldo BHI complemen—
tado. Se dejé incubar 18 hrs a 37°C en agitacién. El crecimiento
bacteriano se lavéd y se ajustéd de la misma forma que en el inciso

A.
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3.3.2. ghtencien dal axtracto mambranal.

Se siguité la metodologia deacrita en 3.5.1. inciso A. Con 1a’
suspensién bacteriana obtenida se realizaron las siguientes

técnicas de lisado de la bacteria:

M) Metodo de lisado mor shock oamotice.

La suspensién bacteriana se lavé una vez con PBS pH 7.2
estéril, se centrifugd a 3000 rpm durante 15 minutos, descartando
el sobrenadante y resuspendiendo el paquete en agua desionizada
estéril, se agitd en vortex 10 minutos, se centrifugd a 3000 rpm
durante 15 minutos, se guardd el sobrenadante ({residuo de
células), se resuspendid el paquete en 10 ml de PBS pH 7.2
estéril y se leyd absorbancia a 590 nm. Nuevamente se centrifugd
a 3000 rpm durante 15 minutos, descartando el sobrenadante y al
paquete se le repiti¢ el mismo procedimiento a partir del! momento
en que se agregd el agua desionizada estéril, hasta que el valor

de la absorbancia permanecid constante (70).

B) Método de lisado por congelacion-—descongelacidn.

La suspensidén Dbacteriana se lavé una vez con PBS pH 7.2
estéril, se resuspendié el paguete en 10 ml de PBS estéril, sge
congeld a —56°C durante 30 minutos, después se descongeld rapida-
mente llevandolo a 37°C. centrifugando la suspension bacteriana a
3000 rpm dﬁranta 15 minutos. Se separd el sobrenadante y el
paguete fué resuspendido en 10 ml de PBS pH 7.2 para leer absor-
bancia a 590 nm. Después 8e centrifugé a 3000 rpm. durante 15
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minutos, se descartd el sobrenadante y al paguete =me le rapitid¢
el mismo procedimiento a partir del momento sn que me le agregd
el PBS para posteriormente congelaric y descongelario, hasta que

el valor de la abscorbancia permanecid constante (84).

C) Método de lismado por agitacidn.

La suspension bacteriana se lavé una vez con PBS pH 7.2
estéril. Posteriormente se resuspendid el paguete en 10 ml de PBS
pH 7.2. Se afadieron perlas de vidrio lisas y se agité durante 5
minutos., se separd la suspension bacteriana de las perlias de
vidrio y se centrifugd a 3000 rpm durante 15 minutos: se separd
el sobrenadante y ei paquete se resuspendi6 en 10 ml de PBS pH
7.2 para leer absorbancia a 590 nm. Nuevamente se centrifugd a
3000 rpm durante 15 minutos, descartando el sobrenadante y al
paquete celular se le repitié el mismo procedimiento a partir del
momento en que se le agrego el PBS para posteriormente ponerlo en
contacto con las perlas de vidrio, hzsta que el valor de la

absorbancia leido permanecié constante (84).

Para la obtencién del extractc membranal se eligio el
sobrenadante obtenido por 1a técnica de lisado que presentd un
.grudo de 1isado mayor. Posteriormente el sobrenadante de las
bacterias lisadas fué centrifugado a 4000 rpm durante 15 minutos,
para eliminar cualquier célula aun completa. El scbrenadante

obtenido se centrifugé a 20,000 rpm (centrifuga Sorvall, rotor
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$8-34) durante 45 minutos, se separo la pastilla (membrana
celular) y se resuspendié en PBS al pH correspondiente. Para
determinar 1a concentracién de proteinas por el método de Brad-

ford (6).

3.6. ADJORCION DEL ANTIGENO BN EL PAPEL DE NITROCELULOSA (NC).

A las diferentes suspenziones de antigeno obtenidas en 3.5

86 les realizd las siguientes técnicas de adsorcion:

3.6.1. Por Filtracién.

Se filtréd la suspension del antigeno a través del papel de NC
{(poro=0.22 um} utilizando un filtro Millipore hasta la saturacién
del papel! (aproximadamente de 1.5 a 2 ml). Posteriormente se dejb
secar la membrana y se cortaron discos de aproximadamente 5 mm de
dismetro, los cuales se conservaron a temperatura ambiente hasta
el momento de su utilizacién. Se considerd como blanco el papel
de NC por el cual se filtrd PBS al pH correspondiente empleando

las mismas condiciones anteriores.

3.6.2. Por Immersién.

Se sumergid el papel de NC en la suspensidon del antigeno
durante 45 minutos. Posteriormente se descartd 1a solucion del
antigeno y el papel se dejd secar a temperatura ambiente. Se

cortaron discos de aproximadamente § mm de didmetro. Se considerd
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.como blanco el PBS al pH correspondiente en vez de la suspension

de antigeno.

3.6.3. Por Gota..

Se cortaron discos de papel de NC de dproximadamente 5 mm de
didmetro, se colocaron 5 ul de la suspensién de antigeno sobre el
centro de cada disco de papel, ‘dejadndolo secar a temperatura
ambiente sobre una placa de vidrio. Se consideré como blanco el

PBS al pH correspondiente en vez de la suspensién de antigeno.

3.7. COMPROBACION RE LA ADSORCION DEL ANTIGENO EN EL PAPEL RE NC.

De cada uno de los lotes de las diferentes técnicas de
adsorcién del antigeno se tomaron tres discos al azar, a los

cuales se les realizé las siguientes técnicus de tincidn:

3.7.1. Aaul krillente.

Se preparé el colorante que consistidé en una solucidén 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 solucién de metanol:agua destilada:Acide -acético
(5:5:1), realizando varios lavados hasta que se aclaré el blanco,

dejando secar a temperatura ambiente.
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3.7.2. Negro de amido.

Se sumergieron los discos de papel de NC durante 7 minutos en
el colorante (1.25 g de negro de amido en una mezcla de SO ml de
dcido acético glacial mas 185 ml de agua destilada). Se decolord
con 4cido acético al 5%, dejando posteriormente secar a

temperatura ambiente.

3.7.3. Rosa de benqala.

Se sumergieron los diascos de papel de NC en el colorante (4
g de rosa de bengala en 386 ml 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. BLOQUEO DE LOZ JITIOS LIBRES DEL PAPEL DE NC CON LECHE
DESCREMADA AL 5%.

Se sumergieron los discos de papel de NC en una solucién de
leche descremada al 5% en TBS al pH correspondiente (Ver
~apéndice), durante 1 hora en agitacién y se dejé reposar durante
30 minutos, se lavaron los discos de papel con TBS al pH

trabajado y se dejaron secar.
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3.9. EMGAYQ IMMROENZIMATICO (ROT-ELISA).

Los reactivos utilizados en esta técnica fueron:
~ Suero de conejo.

- Suero de cerdo.

- Suero anti-conejo peroxidado.

- Suero anti-cerdo peroxidado.

- TBS al pH correspondiente.

= Solucién reveladora (Ver apéndice).

3.9.1. Titulacion de los Conjugados.

Se colocaron 5 ul de suero de conejo o de cerdo (segtn el
conjugado a titular) en cada disco de papel de NC, se dejaron
secar a temperatura ambiente. Después se bloquearcn los sitios
libres como se mencioné en 3.8, Posteriormente se sumergieron en
diferentes diluciones del conjugado durante 1 hr. Se lavaron 3
veces con solucién TBS-Tween 20 al 0.05%, la tercera vez se
dejaron los discos‘ 10 minutos con la solucién de lavado. En
seguida se agregaron 150 ul de la solucioén reveladora. incuban-—
dose 30 minutos a temperatura ambiente. Se descarta la solucién
reveladora, se lavaron los discos con TBS y se dejaron secar a
temperatura ambiente. El titulo que se eligié fué aquel en donde

el color del revelado fuera bien detectable.
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3.9.2. Beaccidn con lom suercs prohlemas.

Se colocd un disco del papel sensibilizado con el antigeno
en cada tubo de ensayo, se agregaron 100 ul del suerc problema
(utilizando una dilucién de 1/9 para todos los sueros, se traba-
jaron en total 93 sueros y cada uno por triplicado): seguido de
un periodo de incubacion de 1 hora a temperatura ambiente. Poste-—
riormente los discos se lavaron 3 veces con 750 ul de solucioéon
TBS~Tween 20 al 0.05%. la tercera vez se dejaron los discos 10
minutos con la solucion de lavado. En seguida se agregaron 100 ul
de la solucién de conjugado (a la dilucién adecuada en TBS-leche
descremada al 1%), incubandogse 1 hr a temperatura ambiente. EI
procedimiento de lavado descrito anteriormente se repitid luego
de 1a incubacién con el conjugado. Por ultimo se agregaron 150
ul de solucion de revelado. incubddonse 30 minutos a temperatura
ambiente. La solucién reveladora se descarté, se lavaron los
discos con TBS y se dejaron secar a temperatura ambiente. Los

discos positivos se tifiieron color violeta (Figura 1) (28).
La prueba se realizé con loz discos de los siguientes lotes:

1) Suspension de antigeno bacteria completa crecida en medio
adlido (ajustada a una absorbancia de 1.5 }, adsorbida por Fil-

tracion con pH 6.5 del buffer trabajado.

2) Suspension de antigeno bacteria completa crecida en medio
s6lido (ajustada a una absorbancia de 1.5), adsorbida por Inmer-

8idén con pH 6.5 del buffer trabajado.
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FIGURA 1. TECNICA DOT-ELISA (40).

1. Inmovilizacién del antigeno al papel
de NC (fase sdlida).

2. Bloqueo y lavado.

3. Incubacion con la muestra que se -~
sospecha tiene anticuerpos especi-—
ficos en contra del .antigeno.

4. Lavado para la eliminacién de.anti-
cuerpos no adsorbidos.

Incubacién con el conjugado anti-
globulina-enzima,.

6. Lavado para la eliminacién de exceso
de conjugado.

~

Incubacién con el sustrato enzimadti-
co(O) y deteccion del producto(®).

Grado de hidrélisis = Cantidad de -
anticuerpo presente en la muestra.

oH
OO - no DRI PEROXIDASA @@ ‘o ue

1
Alfa-~cloronaftol . Na!toquinona
(color violeta)
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3) Suspension de antigeno bacteria completa crocida en medio
sodlido (ajustada a una absorbancia de 1.5), adsorbidu por Gota

con pH 6.5 del buffer trabajado. .

4) Suspension de antigeno bacteria completa crecida en medio
liquido (ajustada a una absorbancia de 1.5), adsorbida por Fil-
tracion con pH 6.5 del buffer trabajado.

5) Suspensién de antigeno bacteria completa crecida en medio
liquido (ajustada a una absorbancia de 1.5) adsorbida por Inmer-—

sion con pH 6.5 del buffer trabajado.

6) Suspensidn de antigeno bacteria completa crecida en medio
liquido (ajustada a una absorbancia de 1.35) adsorbida por Gota

con pH 6.5 del buffer trabajado.

7) Suspension de antigeno membrana celular (con una concentracioén
de proteinas de 2.163 ug/ml) adsorbida por Filtracion con pH 6.5
del buffer trabajado.

8) Suspensién de antigeno membrana celular (con una concentraciodn
de proteinas de 2.163 ug/ml) adsorbida por Inmersisén con pH 6.5

del buffer trabajado.

9) Suspension de antigenc membrana celular (con una concentracion
de proteinas de 2.163 ug/ml) adsorbida por Gota con pH 6.5 del

buffer trabajado.

10) Suspensidn de antigeno bacteria completa crecida en medio
sblido (ajustada a una absorbancia de 1.5) adsorbida por Gota con

pH 7.2 del buffer trabajado.
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11) Suepensidn de antigeno bacteria completa crecida en medio
l1iquido (ajustada a una absorbancia de 1.5) adsorbida por Gota

con pH 7.2 del buffer trabajado.

12) Suspensioén de antigeno membrana celular (con una concentra-—
cién de proteinas de 3,756 ug/ml) adsorbida por Gota con pH 7.2
del buffer trabajado.

13). Suspensidén de antigeno bacteria completa crecida en medio
adlido (ajustada a una absorbancia de 1.,5) adsorbida por Gota con

pH 7.9 del buffer trabajado.

14) Suspensién de antigeno bacteria completa crecida en medio
liquido (ajustada a una absorbancia de 1.%) adsorbida por Gota
con pH 7.9 del buffer trabdajado.

135) Suspensién de antigeno membrana celular {(con una concentra-
cion de proteinas de 5.020 ug/ml) adsorbide por Gota con pH 7.9
del buffer trabajado.

Cada vez que se realizd el ensayo se consideraron los blan-

cos correspondientes, descritos a continuaciodn:

A) Disco de NC sin antigeno + Suero positivo + Conjugado +

Solucién reveladora.

B) Disco de NC sin antigeno + Suero negativo + Conjugado +

Solucién reveladora.

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

Solucion reveladora.
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D) Disco de NC con antigeno + Suero negativo + Conjugado +
Solucién reveladora.
B) Disco de NC sin antigeno + T. B. 8. + Conjugado + Solu-

cién reveladora.

F) Disco de NC con antigeno + T. B. 8. + Conjugado + Solu-

cion reveladora.
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4.1. PRUEBAS . BIOQUIMICAS PARA LA IDENTIPICACION DEL
MICROORGANISMO.

En la Tabla 2 se resumen los resultados de las pruebas
realizadas para identificar al microorganismo en estudio A.
pleurconeumponige. Comparando estos resultados con los reportados

en la literatura observamos que concuerdan cowpletamente.

4.2. PREPARACION DEL ANTIGENO DE A. pleuropneumoniae.

4.2.1. Bacterie completa.

Después de sembrar a la bacteria en los medios de BHI
complementado tanto mélido como liquido, se obtuvo un cosechado
de células con una consistencia viscosa, color ligeramente
amarillo, el cual se diluyé hasta una absorbancia de 1.5 a 550 nm

para cada tipo de medio.

4.2.2. gbtencion del extracto membranal.

Una vez cultivada la bacteria en medio de agar BHI comple~

mentado., se obtuvo una suspension bacteriana con las mismas
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TAMA 3. RESULTADOS DE LAS PRUEBAS BIOQUINICAS REALIZADAS
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caracteristicas mencionadas en 4.2.1. Los lisados bacterianos
fueron obtenidos tal y como sme describié en la metodologia para
cada una de las técnicas de lisado, obteniéndose los resultados

reportados en la Tabla 3 y en la Figura 2.

4.2.3. Separacién de las membranas celulares.

Una vez realizados los lisados bacterianos por el meétodo
shock osmético, éstos sme centrifugaron para separar las membranas
celulares bajo las condiciones ya establecidas en metodologia,
obteniéndose una pastilla amarillenta que fué resuspendida
inicialmente en 1 ml de PBS a los tres pH trabajados (6.5, 7.2 vy
7.9):. para determinar la cantidad de proteinas contenidas en

estos extractos se utilizd el método de Bradford (6).

4.2.4. Analisis de la suspengion de membrana celular.

Para la determinacién de laa concentraciones de proteinas de
las muestras, se hizo una curva patron la cual se muestra en la
Figura 3. Los valores de esta curva se reportan en la Tabla 4.
Los valores de las concentracicnes de proteinas obtenidos en los

extractos membranales se reaumen en la Tabla 5.

4.3. ADSORCION DEL ANTIGENO EN EL PAPEL DE NC.

Después de preparar las suspensiones de antigeno a los pH
trabajados, se adsorbieron en los discos de papel de NC

empleando las técnicas por Filtraciédn, por Inmersién y por Gota.
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FIGURA 2. TECNICAS DE LISADO BACTERIANO
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TABLA 4. VALORES PARA LA CURVA PATRON DE PROTEINA (12995 ne)
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TABLA 3. CONYENIDO DE PROYEINAS DE LOS EXTRACTOS MEMBRANALES EN CADA pH
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Para comprobar la adsorcioén completa del antigeno se realizaron
las técnicas de tincion: Azul brillante, Negro de amido y Rosa de
bengala, con las muestras de discos de 105 lotes correapondientes
al pH = 6.5, Estos resultados se muestran en la Figura 4, donde
se puede apreciar que la técnica mids conveniente fué la tincion
de Azul brillante, la cual se realizé para los otros pH trabaija-

dos (7.2 y 7.9).

4.4. BLOQUEO DE LOS SITIOS LIBRES DEL PAPEL DE NC CON LECHE
DESCREMADA AL SX.

Una vez realizado el bloqueo de los discos de papel de NC,
8e prosiguid a comprobar dicho blogueo mediante la técnica de
tincién de Azul brillante. Estos resultados se resumen en la

Figura §S.

4.5. ENSAYO INWUNOENZIMATICO (Dot-ELISA).

4.5.1. Titulacién de 198 conjugados.

Las titulaciones de los conjugados que se usaron para detec-—
tar los anticuerpos de cerdo y de conejo se muestran en la Figura
6, 1los resultados de estas pruebas dieron una dilucion de 1:200
como la adecuada para ambos conjugados, y asi detectar perfecta-

mente los angicuqrpoa que reaccionaron con el antigeno.

46



FIGNIA 4, RESULTADOS DE LAS TINCIONES CON A2UL BRILLANTE, NEGRO DE AMIDO ¥ RGSA DE
BENGALA, DE LAS TECNICRS DE ADSORCION DEL ANTIGENO EN EL PAPEL DE NC -
(201 FILTAACION: POR INMERSION Y POR 60YA), UTILIZANDO NUESTRAS DE L85 -
LOTES DE DISCOS CORRESPONDIENIES AL pHz€.5 ¥ CON LAS IRES FORNAS DE aNl]
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FIGNM S, RESULTADOS DEL BLOQUEO COM LECHE DESCREMADA DE LOS D1SCOS €N LAS
TECNICAS DE ADSORCION DEL ANTIGENO (POR FILTXACION: POR INNERSLOM
¥ *ox sota), CORRESPONDIENTES A LOS pH= 6.5, 7.2 ¥ 7.9.
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FIQUM 6. TITULACION DE LOS SUEROS ANTICONEJO
PEROXIDADO ¥ ANTICERDO PERONIDADO.

DILWCTION
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4.5.2, RERCCION CON LOS SUEROS PROBLEMAS.

Despueé de realizar la metodologis de la técnica Dot-ELISA
con el total de los sueros trabajados para cada unc de los lotes
de discos Dbajo las diferentes técnicas de adsorcidén, y al
correaspondiente pH, se obtuvieron log siguientes resultados: en
la Figura 7 se reportan los discos de log blancos considerados
durante la realizacién de la técnica Dot-ELISR del lote pertene—
ciente al antigeno de Bacteria Completa Crecida en Medio Sélido,
adsorbido por la técnica por Gota y a pH = 6.5. Sin embargo, se
corrieron los mismos blancos para cada vez qgue 8e realizoé la
técnica Dot~ELISAR considerando el tipo de antigeno, técnica de

adsorcidn y pH trabajado.

‘La Figura 8 muestra los resultados que sirvieron para elegir
la técnica de adsorcién del antigeno al papel de NC, e muestran
algunos de los discos por ambos lados correspondientes a las
técnicas de adsorcién utilizadas por Filtracidn, por Inmersién y
por Gota para 1las tres diferentes cuspensiones de antigeno
(AS=bacteria completa crecida en medio sélido, AlL=bacteria com-
pleta crecida en medio liquido y AMCemembrana celular) a pH = 6.5
pertenecientes a tres sueros porcinos negativos y a tres sueros
porcinos positivos a A, pleuropneumoniae probados previamente con

la teécnica de Aglutinacidén con 2-Mercaptoetanol.

En la Tabla 6 se reportan los resultados de la prueba de
Dot-ELISA realizada con los sueros problemas en los discos prepa-
rados bajo las tres técnicas de adsorcién (por Filtracién, por

Inmeraién y por Gota) de los diferentes tipos de antigeno (AS.AL
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FIGUMA 7. RESULTADOS CORRESPONDIENTES A LOS BLANCOS CONSIDERADOS DURANTE L4 RER
LIZACTON DE LA TECNICA DOT-ELISA, DONDE LOS DISCOS PERTENECIENTES AL
LOTE DEL ANTIGEND DE BACTERIA CONPLETA CRECIDA EN MEDIO SOLIDO, ADSOR
BIDO POR LA TECNICA POR GOTA Y A pH = 6.5.
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FIGURA 8. RESULTADOS DE LOS DISCOS (Y0 AWSos Lados) CQRRESPONDIENTZS # LOS LOTES DE LAS TECRICAS

DE ADSORCION (TOR FILERACIONs POB INNERSION ¥ POR 60Ta), LE LaS TRES DIFERENTES SUSPEK-
SI0HES DE ANTIGENO (AS» AL Y AMC) 4 pHz6,5, OBTENIDOS PO® L ENFRENTANIENTO DE TRES SUE
RO PORCINGS NEGATIUOS ¥ POSITIVOS A A. pleuropneympnije (1190ADOS PRIVIAMENTE CoN LA -
TECNICA DE ASLUTINACION CON Z-NIRCAPTOLTANOL),
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Y AMC) a pH del buffer = 6.5.

Con respecto a la Tabla 7 se reportan los resultados de la
-interpretacion de lom discos correapondientes a loa lotes de los
diferentes pH (6.5, 7.2y 7.9), con los tres tipos de suspen-
giones de antigeno (A3, AL y AMC), pertenecientes a la técnica de
adsorcidon del antigenc por Gota, enfrentados con el total de

sueros problemas.

En la Tabla 8 se muestran los resultados  del numero de
sueroa con las diferentes combinaciones de los antigenos (AS, AL
Yy AMC) a los pH trabajados (6.5, 7.2 y 7.3). Lam combinaciones de
tos resultados de los sueros que interesan para realizar la
comparacioéon con e} anAdlisis de xz son: (+ - =), (- —-+) Yy

(- + ~).

En la Tabla 9 =se¢ muestran los resultados del numero de
sueros con las diferentes combinaciones de los pH {6.5. 7.2 vy
7.9) con los tiéoa de antigenos trabajados (AS. AL y AMC). Con
respecto a las combinaciones de los resultados de los sueros que
interesan son los mismos que se congiderarcon anteriormente.

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

los sueros probados con la técnica Dot-ELISA. wutilizando los
diferentes antigencs (AS, AL y AMC) a los pH trabajadog (6.5, 7.2
Yy 7.9).
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TABLA 6. RESULTADGS DE LA PRUERA DOT-ELISA AEALI2ADA COM LOS SUEMOS PROBLEMAS USANDD

105 DISCOS CORRESPOND{EXTES N LAS TECKICAS DE ADSORCION (10X PilTaacion,

POR FNNERSION ¥ YOR SOTA), DE LAS THES DIFERENTES SUSPENSIONES DE ANTIGENO

(AS) 4L X ANC) ¥ (0N pif DEL BUFFER = 6.5.

TECMNICR DE ADSORCION

POR FILTMCION

TOR INEERSION

POR GOTH

AL

ancC

AL

L1 1]

AL

anc

’ - o - o >

- e o

»

- » o @

L . B

[

-

. o ¢ o . - - . > .

¢ & o)

> o

* . e

'

1 e e e 1

- .

- o

- o o

[ SR Y

- * > @

> e *

® = SUERQS POSITIVOS CON LR TECNICA DE 2-ME.

& = RESULTADO POSITIVG. .
- = RESULTADG MEGATIVD.




CONTINUACION DE Lo TaMA 6.
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CONTINUACION DE LA TANLA 6.

TECNICA DE ADSORCION
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CONTINUACION BE LA TANA 6.

TECNICA DE ADSORCION
POR PILTRACION POR INNERS10MN P02 QOTH
e
'S.U;f AsS AL AmC RS AL /aMcC AS AL AMC
5 - - - - - - - - -
o - + + . D ‘ » - .
6 - ) - . * - 3 - -
62 - - - + + - - + -
(] - - - - + - - + -
I - - - - - - - - -
43 - - . * [} - - - 3
“ - - - - - - - - -
61 - - - - - - - - -
[ . . . . . ’ . ’ .
" . . + . . . . . *
" - - - - < - . - -
n - - - - - - - - -
nt - - 3 + . . . + +
1) - - - - - - - - -
" - - - - . - - - -
" + . . . . . . + -
* - - - - - - - - -
L1 . e + . * . . . .
" - 13 - - - - - - -
) - ¢ - . . - . - -
" - - - 3 - - + - -
" - - - - - - - - -
” ’ - - - - - - - .
" D . - . + - . + -
] - - - - - - + - -
[ ;] - * - - - - [} - -
% + - - * - - + - -
o + - - + + + .- - +
“ - - - - - - - - -
" - - - - - - - - -
» + - - - - - + - -
n* 4 ‘ . * . . . N -
2 * . + D . - . - -
2] - + - - - - + - -

%




TABIA 7. RESULTADOS DE LA PRUEBA POT-ELISA REALIZADA COM LOS SUEROS PROBLEMA USANDD LOS DISCOS
CORRESPONDIENTES A LOS LOTES COM LOS DIFERENTES pH (%:8» 7.2 Y 7¢9) ENPLEANDO LOS -
TRES TIPOS DE SUSPENSIONES DE ANTIGEMD (4S» AL ¥ ANC) ADSOABIDOS POR G0TA.

T;CNIC“ DE ADSORCION POR GOTA
0 MR - 6.5 o OEL TR - 7.2 ML SATER =79
é AS AL AMC ] AS AL ANC | AS AL AMC
X ' .

1 - - - Y - - - - -

” . . . 3 . . - - -

” . . . + . . . - +

q - * * . ] 4+ - * 4

s - - . - - - - - 3

[ - - - - L3 ) * - -

' - - - - - - - - -

] - - . - . - - - .

) - - - - - + - - -
19 - - - - - - . - -
un* - . . . . . - - -
" . . - L3 + 4 0 - .
1 - - . - - - - - -
1 . . . . . . - . -
1" . . . . . . - - -
%" - . + - . . . . -
m* + 3 ) . 3 . 3 3 -
10 . - - - ) - - - -
" - - - - - - - - -
» - - . - - - - - -
2 - - Y - - - - - -
n . - - - - - . - -

# = SUEROS POSITIVOS CON LA PRUEBA 2-NE,
4 = RESULTADO POSITIV,
= = RESULTADD NEQATIVO.
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CONTINUACION DE La THIRA T.
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CORTINVACION E LA TARIA 7.

TECNICA DE ADSORCION PFPOR GOTA
- DRL BUPTIX = 6.5 . M m=72 o DEL AFTRR = 7.9
. %
- As AL ANC /S AL AMC as AL aAMC
. . .
3 - - - - - -~ - - -
[ + - + + + + ¢ + +
3 3 - - - L3 - - - -
[+4 - ¢ - - ~ - - - -
€3 - + - - - - - - -
“ - - - - . - - - -
C - - ¢ - - - - - ‘
[ - - - - - ’ - - -
(2] - - - - + - - - ~
" . ‘ ’ * ' . . . .
3 3 [ . » ) . . + .
» . - - - - - - - -
n - - - - - - - - -
n* .3 * ) - 3 + + - .
” - - - - - - - - -
" - - - - - - . - N
»n* [ + - . . . . . .
% - - - - - - - - -
” . + * * + . - + -
» . - - - - - - - -
) s - - - - - - - -
™ . - - - - - - - -
n - - - - - - - - -
[ -] - - * ~ - » - - -
”* + . - ~ 'Y 'Y - - .
" N - - - - - - - -
” + - - - - - - - -
% * - - - - - - ¢ +
” . - . ’ * . 0 - +
" - - - - - - ‘ s .
" - - - . - - - - -
» N - - - - . - - .
”* + 3 - + . » - . *
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TABD 8. NUNERO DE SUEROS CON LAS DIFERENTES COMBINACIONES
DE LOS ANTIGENOS (aS» 4L Y aNC) 4 L0S pH TRABAJR-

DOS (6:8r 7.2 ¥ 7.9,

ONMBTMACIONES BE LOS ANTIGENGS M0 B WS

-AL-NC MES W72 M9
LI ) 1? 29 16
¢+ - 3 1 3
- - " : ?
Lo 1 ¢

- 4 8 [ [ ]
L 5 ' 3
. -4 4 1 ¢
- .- n n -

‘CGMIMCWIES DE LOS ANTIGENOS ANALIZADAS CON )(z.

&5 = ANTIGENO: BACTERIA COMPLETA CAECIDA EN MEDIO SOLIDO.
AL = ANTIGENO: BACTERIA COMPLETA CRECIDA EN WEDIO LIQUIDO.

SRC = ANTIGENO: NEMBRANA CELULAR,




TABLA 9. NUNERO DE SUEROS CON L#S DIFERENTES COMBINACIONES DE
LOS pH (6.5+ 7.2 ¥ 7.9) ¥ CON LOS TIPOS DE ANTIGENOS
(A &l ¥ ANC) TRABAJADOS.

CMBINCIONS 0 LIS WIS OE SUENS
65-72-79 - AS [

o 1 )

+ + - [ ]
Yoo 19 ‘
Lo 10 2
< + + 3 [
L. - ? u
) - + 6 [

- - - » »n

'COHBINRCIONES DE LOS pH RNALIZADAS.

AS = ANTIGENO: BACTERIA COMPLETR CRECIDA EN NEDIO SOLIDO.
AL = ANTIGENO: BACTERIA COMPLETA CRECIDA EN MEDIO LIQUIDO.
ANC = ANTIGEND: MEMBRANA CELULAR.




TABLA 1. AKALISIS DE Xa PHRA LOS SUEROS PROBADOS COM
DOT-ELISA, UTILIZANDD LOS DIFERENTES ANTI -
GENDOS (aSe AL ¥ ant) 4 LOS pH TRABAJADOS -
(68 72 1 209y,

VARIABLES ¥ AN
M 6.3 con antigenes: A5, AL ¥ NC ) - 7.4
M 7.2 cen antiseacs: 45, AL ¥ MNC a1
2.%

M 7.9 con catipenes: AS, AL ¥ ANC

Satigwes 45 2 P 6.5, 22579 | . 1se
Mntigene AL a pi: 6.3, 7.2 4 2.9 7.5
Mntigene MNC 2 P ¢.5, 2.2 7.9 [ X1}

2
xz 5.9 g¢l=2 @.85P

AS = ANTIGENO: BACTERIA COMPLETA CRECIDA EN NEDIO SM.IbO.
AL = ANTIGENO: BACTERIA COMPLETA CRECIDA EN NEDIO LIQUIDO.
#L = ANTIGEND: MEMBRANA CELULAR.




Los porcientos de sueros positivos a A. pleuropneumonige con
Dot-ELISA a los diferentes pH (6.5, 7.2 y 7.9) con los tres tipos
de suspensiones de antigenos (AS, AL y AMC) adsorbidos por Gota

se muestran en la Tabla 11.

En la Tabla 12 se reportan 1os porcientos de sueros
positivos a A. pleurcopneumonjae con Dot-ELISA a los diferentes pH
(6.5, 7.2 y 7.9) con los 3 tipos de suspensiones de antigenos
(AS, AL y AMC), adsorbidos por Gota, con respecto al total de
sueros pouitivoh con la técnica de Aglutinacién con 2-Mercapto-

etanol.
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TABLA 11, PORCIENTOS DE SUERDS POSITIVOS A 4, pleurgpneumoniae
COM DOT-ELISR & L0S DIFERENTES pH ($.8:r 7.2 ¥ 7.9) -
COM LOS TRES TIPOS DE SUSPENSIDNES DE ANTIGENOS (ss»

AL ¥ ANC) ADEORBIDOS POR GOTA.

Jm 0L DE SUEMS MOSITINS | BE SUEROS POSIRINS COM
o omet - misa ™
<1087 = 93 SUEMS)

".‘ as o “n
v
y .
13 AL M 3%.3%
t
2

aAnNcC . I “.92
65
';' ns ) %.5
u
'
r [or ™ 0.k
'
2

ANC “ 47.31
12
'.‘ RS n w.n
u
r
M T} u w10
t
'

AaMc » 4.9
29

AS = ANTIGENO:BACTERTA CORPLETA CRECIDA EN MEDID SOLIDC.
AL = ANTIGENO:DACTERIA COMPLEYA CRECIDA EM MEDIO LIQUIDO.
M = ANTIGEND:MENSRANA CELULAR.

“




TANA 12, PORCIENTOS DE SUEROS POSITIVOS & A. pleyrepnsumeniss ¢OM
DOT-ELISA A LOS DIFERENTES pH (S:51 72 ¥ 2.9) CON L0S -
TRES TIPOS DE SUSPENSTONES DE ANTIGEND (45 A% ¥ anC) -
ADSORBIDOS POR GOTA ¥ CON LA PRUEDA DE AGLUTINACION 2-NE.

. % 9 SUEROS POSITINS CON 301-
1010 DE SUEMS POSITINS A
OE ANTE POT-ELISA /Z'mm ELISA CON RESPECT) A ACLUTINA-
i ClON OO0 2-MERCAPIORTANOL.
(108« = 30 S4IN0S)
ﬂ.' AS 25 83.33
[}
F
? AL 2 86.66
1
| ]
65 | ANC 24 80,99
ﬂ: As 2 86,66
v
P
] AL kL] 100,00
]
] .
7.2 | AMC kL] 100,00
ﬁ" AS 22 %N
u
F
7 AL 22 2.3
E
]
79 | amcC 24 78.%0
AS = ANTIGENO: BACTERIA COMPLETA CRECIDA EN NEDIO SOLIDO.
AL = ANTIGENO: BACTERIA COMPLETA CRECIDA EN WEDIO L1QUIDD.
ANC = AMTIGENO: MEMBRAMA CELULAR.
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S. DISCUSION.

En este trabajo la técnica de lisado que presentd un grado
de eficiencia mayor fué el método de Shock osmbébtico, ya que al
realizar la comparacién con las otras técnicas de lisado en la
Tabla 3 ésta presentd un valor de absorbancia menor (0.73). por
lo tanto fué la utilizada para la preparacién del! antigeno

correspondiente a la membrana celular.

En la Figura 4 se comparan los resultados de las tinciones
utilizadas para comprobar la adsorcién del antigeno en el papel
de NC, aunque las tres técnicas tifteron bien al antigeno
adsorbido al papel se utilizé la tincién de Azul brillante porque
permitid una mejor diferencia entre la tincidn del papel control
Yy el papel muestra. También se observd que entre las tres
técnicas de adsorcién del antigeno (por Filtracidén, por Inmersidn
Yy por Gota) se encontraron diferencias en cuanto a la intensidad
de tincién; los discos pertenecientes a la técnica de adsorcién
por Filtracién presentaron un grado de tincién mayor por uno de
lo=s lados., por otra parte en la técnica por Inmersién los discos
se tifiieron por ambos lados tenuamente, mientras que los discos
de la técnica de adsorcién por Gota se tifiieron intensamente solo
en la parte central del disco donde fué colocada la suspensidn de

antigeno.
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Después de habsr realizado el ensayo de Dot-ELISA, se apre-
ciaron diferencias en cuanto a la interpretacién entre las técni-
cas de adsorcién, la técnica de adsorcién por Gota permiti¢ wuna
lectura mas sencilla para la interpretacién de los resultades. ya
que los discos se tiffieron color violeta solamente en la parte
central, mientras que con las tacnicas de adsorcién por Filtra-
cidon e Inmersion se tifiieron por ambos lados lo que dificultd
grandemente la interpretacién de los resultados. Esto concuerda
con las observaciones realizadas anteriormente en las técnicas de
tincién para comprobar la adsorcién del antigeno., De acuerdo a
todo lo anterior se decidié utilizar la técnica de adsorcién por
Gota para analizar las variaciones a distintos pH y con las

diferentes suspensiones de antigeno (Tabla 7).

Se observd una variacion en los resultados cuando-la prueba
se realizd a pH 6,5, teniendo un efecto sobre el tipo de antigeno
utilizado. Cuando se utilizd el antigeno AL, se obtuvieron varia-
ciones significativas en los resultados, lo cual sugiere que el
bH si tiene un efecto sobre este antigeno. Mientras que los tipos
de antigenos no se vieron afectados cuando se utilizaron los pH
7.2y 7.9, ya que no existieron variaciones significativas en los
resultados y los antigenos AS y AMC no ge ven afectados por el
pH utilizado. No obstante, ge observd una variaciodn mAs signifi-
cativa cuando la prueba se realizé a pH 7.9 que a pH 7.2: del
mismo modo, existié una variacion maAs signficativa cuando se
utilizé el antigenoc AS con respecto al antigeno AMC, por lo

tanto, se podria sugerir que las condiciones de la prueba mas
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adecuadas gerian a pH 7.2 utilizando el antigeno AMC (Tabla 103,
debido a que a pH 7.2 la reaccidn antigeno anticuerpo se ve
favorecida quizas porque la estructura del antigeno no es altera-

da por este pH.

Los resultados mencionados anteriocrmente se pueden
corroborar con los resultados reportados en la Tabla 11, en donde
el antigeno AL a pH 6.5 y 7.9 le corresponde un porciento de
deteccion 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 para nuestro interés, porque podria estar repor-
tando falsos negativos, debido a que la estructura de los deter-—
minantes antigénicos del AL a pH 6.5 y 7.9 podrian estar alterada
Y por lo tanto no ser reconocidos por los aniicuerpoa contra RA.
pleuropneumoniae presentes en sl suero. Sin embargo, a pH 7.2 con
antigeno AL el porciénto de deteccidn de suercs positivos fué
elevado, 4sto podria deberse que en estas condiciones se es-
tuvieran reportando faisos positivos, tal vez porque la estructu-
ra de}] antigeno AL a pH 7.2 se altera de tal forma gQue es recono-—
cida por anticuerpos no especificos. Mientras que los porcientos
de deteccidn de sueros pogitivos gue tienen un valor intermedio:
41.93, 236.5%5, 39.78 y 41.93, correspondientes al antigenc AMC a
pH 6.5, antigeno AS a pH 7.2, antigeno RS a pH 7.9 y antigeno AMC
a pH 7.9 concuerdan con las condiciones de pH y tipo de antigeno

que presentaron una variacién poco significativa (Tabla 10).

En e)l caso donde se utilizé el antigeno A8 a pH 6.5, el
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porciento de deteccion de sueros positivos fué alto (46.23),
debido al mismo efecto que se presenta con el antigeno AL a pH

7.2 (deteccidn de falsos positivos).

Con reapecto al antigeno AMC a pH 7.2, el porciento de

t
deteccion de sueros positivos fué elevado (47.31), del mismo modo
en estas condiciones no se observaron variacicnes significativas

en los resultados (Tabla 10).

En la comparacion de los resultados gontivda obtenidos con
las pruebas Dot-ELISA y lqluiinacibn con 2-Mercaptoetancl (Tabla
12) se observa que a pH 7.2 usando el qnt(gono AMC se obtuvo el
100% de deteccion de sueros positivos probados previamente con
2-ME, mientras que en las demas condiciones de pH y tipo de
antigeno los resultados tienen la misma tendencia de los porcien—
tos de detecciodn de sueros positivos analizados anteriormente en

la Tabla 11%.

En el caso de los sueros 4, 38 y 37 que son negativos para
la prueba de Aglutinacion con 2-Mercaptoetanol, éstos mismos
fueron positivos para o) ensayo Dot-ELISA con la mayoria de las
suspensiones ' de antigeno y pH trabajados, principalmente con el
antigeno AMC a pH 7.2, por lo que pensamos Gue esStos sueros son
positivos a A. pleuropneymoniae pero no son detectados por la
prueba de Aglutinacidn con 2~Mercaptoetanol debido a la baja
sensibilided de este método, es decir la habilidad de la prueba
Dot-Bi.ISA para detectar cantidades pequefias de antjcuerpos es

mayor que la prueba de Aglutinacién con 2-ME,
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Finnlmnto:' por’ ‘todo lo analizado anteriormente, las
condiciones optimas en el desarrollo de la prueba Dot-ELISA para
la deteccién de anticuerpos contra A. pleuropneumoniae son a pH
7.2 con el antigeno AMC.
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6. CONCLUSIONES.

1.~ En este trabajo el método de Shock Osmético fue la ucniéa de
lisado de bacterias mis efectiva.

2.- La técnica por Gota es 1a mis adocuagh para la adsorcion del

antigeno al papel de nitrocelulosa.

3.- El Dot-ELISA realizado a pH 7.2 y con el antigeno de Membrana
Celular, es un método de diagnostico rapido y de facil desarrollo
para la deteccion de anticuerpos contra  Actinobacillus
leurconsumonise. '

4.~ La técnica Dot-ELISA presenté una gensibilidad mayor que 1la
de la técnica de Aglutinacién con 2-Mercaptoetanol.
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7. APEMDICE.

A) AGAR BHI COMPLEMENTADO.

Extracto de leva&urq en polve
Agar BHI .........cc000000e .e
Carbonato de #odio ...........
Suero estéril de equino .....

NAD al 1% en agua destilada .

Aqiu destilada ...... etseasieeene Ve

B) BUFTER DE FOSPATOS (FOSFATOS 0.1 N pH 5.78).

Solucién A (NaH PO 0.2 M): disolver 27.6 g de NaH PO .H O en
2 4 2 4 2

agua destilada, completando a un litro.

Solucioén B (NCZHPO 0.2 M): 53.65 g de Na HPO .7H20 se disuelven
4 2 4

en agua destilada., }levando a volumen final de un litro.
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Solucion A " Solucién B Agua destilada

(m1) (ml) (m1)
342.5 157.5 500
140 360 500

33 465 500

B) Solucién amortiguadora de trietanclamina (TBS).

NaCl (@) ?.3 7.5

Tristanolamina (ml) 2.8 2.8

HC1 1 N (ml) 21.3 17.0

mct.snzo (@) 00.1 00.1

CaCl .2H 0 (m}) 0.02 0.02
2 2

Agua destilada (ml) 975.9 980.2

C) Solucién de leche descremada al 3% en TBS al
diente.

6.5
7.2
7.9
(33)

7.9
2.8
.12.6
00.1

984.6
(28)

pH correspon-



D) Solucién reveladora.

Al£a-cloronaftol ...............iisvienieicaine.. 30.0 mg
Metanol ... ....iiiiiiiiii it i earseseees. 10,0 ml
TBS al pH correspondients ...............c........ 30.0 ml

HO it ittt ediiresinneatreessesas 0,05 ml
22 .

(28).
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