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111 RESUMEN

El proposito de ésta investigacién fué evaluar como método de diagndstico la prueba de
inmunoperoxidasa directa, comparaga con inmunofluorescencia directa; el aislamiento de
Mycoplasma hyopneumoniae 'y su identificacién mediante la prueba de inhibicién de
crecimiento.

Para la realizacion de las pruebas se utilizaron muestras pulmonares de cerdos
provenientes de diferentes granjas del pais con problemas respiratorios, pertenecientes a
lechones en etapa de destete que presentaban lesiones sugestivas de neumonia enzoética.

Después de haber hecho una scleccion, sc obtuvicron un total dc 56 mucstras de las cualcs,
42 de éstas fueron positivas a la prueba de inmunoperoxidasa directa (IPD), y 14 negativas;
al aislamiento del microorganismo (Aislam) y a la prueba de inhibicion del crecimiento
(IC), 41 fueron positivas y 15 negativas. En la prueba de inmunofluorescencia directa
(IFD) 38 muestras fueron positivas y 18 fueron negativas

En la prueba de inmunofluorescencia directa asi como en inmunoperoxidasa directa, se
observo la localizacion del micoplasma a nivel del epitelio mucociliar bronquial, en el caso
de IFD de color amarillo limon; en el caso de IPD los corpusculos que se presentan a este
nivel, de color café-rojizo.

Se obtuvo como resultado 100 % de sensibilidad y 93.33 % de especificidad para la prueba
de inmunoperoxidasa directa, 92.68% de sensibilidad y 100% de especificidad para la
prucba de inmunofluorescencia directa.

Al realizar cl andlisis estadistico, no se encontré diferencia cn ambas prucbas (IPD ¢ IFD)
con respecto a Aislam e IC; se concluye que la prueba de inmunoperoxidasa directa es una
bucna alternativa para el diagndstico de ncumonia enzodtica porcina.

De estandarizarsc la prucba, facilitaria ¢l diagnostico al evitar ¢l uso del costoso equipo del
microscopio de luz ultravioleta empleado en la prueba de inmunofluorescencia.

Ya que el diagndstico de la ncumonia enzoética se puede dificultar en algunos casos, lo
mas recomendable es combinar diferentes métodos de diagnostico.

Por lo que la prueba de inmunoperoxidasa viene a ser una alternativa diagnoéstica en nuestro
pais donde se carece del diagnostico de la neumonia enzootica.

|



IV INTRODUCCION

Los problemas respiratorios de los cerdos en general son cada vez mas frecuentes en mayor
o menor grado en todas las explotaciones y representan un factor limitante de la
productividad. (72)

Las enfermedades respiratorias del cerdo tienen su efecto detrimental més serio durante las
etapas finales del crecimiento, y su importancia esta asociada con los sistemas intensivos de
alojamiento, los cuales cambian la relacion entre los microorganismos, el cerdo y su medio
ambiente; la morbilidad y la mortalidad alcanzan los niveles mds altos y por lo tanto un
impacto econémico considerable, debido a complejas interacciones entre varios factores
como: temperatura, ventilacion, humedad, construcciones, suministro de alimentos muy
molidos, factores nutricionales, estado gendético de los animales y contaminacion de la
atmosfera. Esto ualtimo favorece la invasion del tracto respiratorio por muchos
microorganismos, como son: bacterias, micoplasmas y virus, considerados patogenos
potenciales que juegan un importante papel etiologico en las enfermedades respiratorias del
cerdo. Una caracteristica comuin es que las enfermedades respiratorias del cerdo dan como
resultado una deficiente conversion alimenticia. (15, 27, 72)

Las micoplasmosis de los cerdos son enfermedades cronicas que adquieren mayor
relevancia al erradicarse problemas mas agudos (como por cjemplo pleuropneumonia
infecciosa porcina) y al concentrarse a los animales. Esto permite la diseminacion de los
micoplasmas, que en general es por contacto directo. (57)

Los micoplasmas considerados parasitos y patégenos para los animales estan en las familias
Mycoplasmataceae y Acholeplusmataceae. (12)

De las diferentes especies de micoplasmas que se han aislado en los cerdos so6lo tres han
sido asociadas muchas veces con sindromes clinicos a nivel de campo: Mycoplasma
hyopneumoniae (suipneumoniae), Mycoplasma hyorhinis 'y Mycoplasma hyosynoviae.
Considerando a AMycoplasma  flocculare como un habitante no patégeno, comun en los
pulmones de los cerdos; la primera especie es de interés en el presente estudio. (35, 73, 81)

Aunque otros microorganismos pueden causar alteraciones patoldgicas parecidas, las
pruebas actuales sugieren que Mycoplasma hyopneumoniae es el agente primario de la
enfermedad, conocida como neumonia enzodtica de los cerdos,caracterizada clinicamente
por tos cronica no productiva, retardo en el crecimiento, deficiente conversion alimenticia y
baja mortalidad. (8, 73)

Mycoplasma hyopneumoniae, es seguramente el principal factor de inmunosupresion para
el tracto respiratorio en cerdos y se encuentra pricticamente en todas las granjas del pais;
como responsable de la enfermedad, que si bien no provoca muertes, si retrasa el
crecimiento de los cerdos, hasta en 37.5 g diarios por cada 10% de pulmén afectado.
Reduce en 10 a 20% la conversion alimenticia ¢ incrementa de 10 a 25 los dias al mercado.
Ademis se menciona que arriba del 80% de los pulmones pueden mostrar las lesiones de
neumonia enzoética. ( 23, 24, 43)




Se menciona que la megjor forma de prevenir la enfermedad es aplicando la vacuna
contra  Mycoplasma hyopneumoniae, tanto a cerdas como a los lechones y mejorando las
condiciones de manejo. (14, 24)

Otras vias para prevenir la neumonia enzodtica ademds de la vacunacion, incluyen el
sistema “todo dentro-todo fuera”, el programa primario libre de patégenos especificos
(SPF), el destete temprano medicado, destete precoz medicado modificado, destete precoz
segregado, produccién en maultiples sitios, todas estas vias son efectivas, pero requieren
considerables cambios en manejo y alojamiento. (14, 24)

Un estudio menciona que el sistema “todo dentro-todo fuera” es una medida de manejo
que da excelentes resultados en la prevenciéon de neumonias; ya que puede reducir la
prevalencia y severidad de la enfermedad. Incrementindose también la ganancia de peso en
cerdos llevados de piaras afectadas por neumonia enzoética. (14, 43)

La forma mas comunmente empleada para controlar y prevenir los problemas respiratorios,
es a través de la medicacion, tanto en el alimento como en el agua de bebida, ademas de
tratamientos parenterales. Los resultados son aceptables, pero el costo es alto, hay
desarrollo de resistencia bacteriana y necesidad de rotar o cambiar antibidticos; aun asi
quedan casos cronicos y presencia constante del problema que se exacerba ante los agentes
inmunosupresores. (23)

En la mayoria de las situaciones, el control prictico se basa en reducir el nimero de
microorganismos mas que cn la crradicacion total. Se requiere un acercamiento
multifactorial para controlar al Mycoplasma hyvopneumoniae debido a la presencia de otros
microorganismos, a la dinamica de la enfermedad en la piara y al potencial de interferencia
de la vacunacion con los anticuerpos calostrales. (75)

La vacunacion y la medicacion estratégica de las hembras puede intentarse para reducir la
transmision hembra-lechon. Los beneficios de la medicacion estratégica se han reportado
en varios estudios. En la mayoria de las granjas, se recomienda que se vacunen a las
hembras cuando ingresan al pie de cria sin importar si fueron 0 no vacunadas previamente.
Se recomienda cvitar la vacunacion antes del parto pues existe el potencial de interferencia
de los anticuerpos pasivos con la vacunacion de los lechones. (75)

En un estudio de campo realizado para evaluar dos vacunas comerciales en lechones
aplicando 2 ml via intramuscular, la primera dosis a 1-2 semana de edad, y la segunda 2-3
semanas después, se encontré que la vacunacién contra Mycoplasma hyopneumoniae,
puede disminuir de manera significativa lesiones pulmonares y la prevalencia de la
bronconeumonia a la inspeccion al rastro, siendo las lesiones en la mayoria de los cerdos,
relativamente limitadas, y probablemente no influyeron en la condicion general y apetito.
(40)

No hay tratamiento eficaz que elimine la infeccion por Mycoplasma hyopneumoniae; los
antibidticos y las vacunaciones utilizadas para el tratamiento y control de esta enfermedad
han sido ineficaces, aunque puede disminuirse con medios terapéuticos la
gravedad de las manifestaciones clinicas. (8, 23,73)
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Los antibidticos de amplio espectro, lincomicina, tilmicosina, tilosina, tiamulina,
espectinomicina,  espiramicina, quinolonas y generalmente las tetraciclinas,
son los medicamentos que mas se usan, pero la respuesta sélo es moderadamente buena.
No obstante en los pasados afios un antibiético quinolona y dos vacunas han demostrado
reducir la prevalencia y el tamaiio de las lesiones pulmonares. (8, 14, 23,73)

En una evaluacion in vitro de varias quinolonas contra micoplasmas y bacterias patdgenas
respiratorias en cerdos, asi como estudios de sensibilidad de diferentes micoplasmas
bovinos y porcinos a agentes antibacterianos en medio liquido de prueba comparado a
disco, encontraron que las quinolenas mostraron una actividad marcadamente superior a la
tilosina y a la tiamulina contra las bacterias respiratorias y son generalmente mas activas
que la gentamicina y la oxitetraciclina. Ciprofloxacina en particular fue extremadamente
activa contra Pastcurella multocida y tiene una excelente actividad micoplasmicida contra
Mycoplasma hyopneumoniae, en otra informacion se reporta también haber obtenido
buenos resultados con el uso de la danofloxacina. Se administra una vez al dia durante tres
dias. Brinda una respuesta mas rapida y efectiva que la oxitetraciclina o la tilosina ; por lo
que se puede determinar que las nuevas fluoroquinolonas tienen una distinta ventaja in
vitro sobre los antibidticos existentes comunmente utilizados para tratar las infecciones
respiratorias en cerdos y tienen un gran potencial en el tratamiento de esas infecciones. (14,
15, 26, 31)

Lo anterior nos indica que, es mas conveniente desde muchos puntos de vista, enfrentar el
problema en forma integral, desarrollando un adecuado control de los factores
predisponentes, mediante programas de manejo, inmunidad y medicacién y no solamente
atacando al microorganismo identificado al final de un proceso. (23)




V GENERALIDADES

5.1 APARATO RESPIRATORIO DEL CERDO

El aparato respiratorio del cerdo estd constituido por los pulmones y los pasajes aéreos
asociados, donde se incluyen: ollares, cavidad nasal, faringe, laringe, triquea, bronquios,
bronquiolos, alvéolos pulmonares y pleura. (65)

Los pulmones son los é6rganos donde se lleva a cabo el intercambio gaseoso entre el
organismo y el medio ambiente, participan activamente en defensa de las agresiones del
medio, ademds son el asiento de reacciones inmunes locales o sistémicas, (53)

La  supervivencia del animal requierc por fuerza la eliminacion total de los
microorganismos invasores. El aparato respiratorio de los animales representa uno de los
sistemas de defensa mejor integrados; al estar continuamente expuesto a las particulas y los
microorganismos presentes en el aire inhalado, requiere por consiguiente un mecanismo
eficiente para disponer de esos agresores, por lo que posee una variedad de mecanismos de
defensa para protegerlo contra las sustancias potencialmente lesivas. (49, 54, 57, 77)

5.1.1 MECANISMOS DE DEFENSA

Los mecanismos de defensa respiratorios que pueden proveer de una proteccion adecuada
al animal en su ambiente natural, con frecuencia son sobrepasados por el estrés o la
intensificacion; Por lo que el animal es mas susceptible a las enfermedades respiratorias.
(53)

Los mecanismos de defensa con que cuenta el aparato respiratorio pueden dividirse en
inespecificos (innatos) y especificos (inducibles). Ambos trabajando en conjunto, permiten
que el aparato respiratorio posterior se mantenga virtualmente estéril. En la actualidad se
reconoce que ambos sistemas actian concertadamente y dicha accién tiene propiedades
sinérgicas. (80)

5.1.1.1 MECANISMOS DE DEFENSA INESPECIFICOS

A su vez, estos mecanismos, pueden agruparse cn tres categorias: anatomofisioldgicos,
bioquimicos, y celulares. (47)

1-Anatomofisioldgicos.

Estos constituyen la primer barrera de defensa y en el tracto respiratorio estin
representados por el aparato mucocilar en traquea y bronquios, los comnetes nasales, la
mucosa nasal, y los reflejos del estornudo y los tusigenos. (47)




Los cornetes nasales con forma en espiral dividen la cavidad nasal en canales de
conduccién que crean turbulencias del aire inspirado, dando lugar al impacto de las
particulas mayores de 10u. Las  particulas depositadas son eliminadas del aparato
respiratorio mediante la membrana mucosa ciliar. A nivel bronquial otras turbulencias
filtran las particulas de 3 a 10p, mientras que aquellas particulas con didmetro menor a 2
(la mayor parte de bacterias y micoplasmas estan comprendidas entre las 0.5-2 p), pueden
llegar al espacio alveolar donde deben ser removidas por células fagociticas especializadas
(pneumocito I1 o macrofago alveolar). (30, 80)

El aparato mucociliar se extiende desde las fosas nasales hasta los bronquiolos terminales, y
esta constituido por el epitelio ciliado de la mucosa traqueal y bronquial; se encuentra
cubierto por una capa de moco que es secretada por células caliciformes, células serosas y
glandulas mucosas. El moco producido tiene caracteristicas particulares que dependen de la
edad y de la condicién organica de! individuo. La profundidad de la capa de moco
normalmente es de 5 micras y si este grosor se ve aumentado, como sucede bajo algunas
condiciones patologicas hasta en 5 veces la longitud de los cilios, estos no son capaces de
movilizarlo. (30, 54, 80)

Una vez que las particulas han quedado adheridas a la mucosa son eliminadas por medio
del aparato mucociliar. El aparato mucociliar ira empujando este moco hasta ser deglutido y
procesado por el sistema digestivo, Esta limpieza puede ser incrementada por el reflejo
tusigeno. (30, 80)

2-Bioquimicos

Aqui se consideran substancias o enzimas con actividad antimicrobiana o antiviral. Los
exponentes mds importantes de este grupo son: lisozima, complemento, e interferén. El
moco tiene un alto contenido de lisozima. El moco debe retener y neutralizar las particulas
adheridas, funcionando como una barrera quimica o enzimatica. Los carbohidratos
presentes en el moco, que ademis de darle cierta carga eléctrica, son capaces de bloquear
muchos de los receptores bacterianos tipo lectinas. El complemento es un conjunto de
proteinas séricas que a consecuencia de procesos inflamatorios puede encontrarse en el
tracto respiratorio. El interferon es un conjunto de proteinas que liberan ciertas célutas (por
ejemplo leucocitos) cuando son infectados por un virus. (47, 80)

3-Celulares

Aqui se incluye a la respuesta inflamatoria y a la fagocitosis. La inflamacién representa un
importante mecanismo de defensa, ya que previene la diseminacion de la bacteria y facilita
su fagocitosis. La inflamacion es un proceso vascular caracterizado por la liberacion de
aminas vasoactivas (histamina) que provoca una vasodilatacion con la consiguiente
disminucién del flujo sanguineo, seguida de extravasacion de liquido y células fagocitarias,
al principio polimorfonucleares, después macrofagos y  proteinas  séricas




(inmunoglobulinas, complemento) importantes en la defensa del tracto respiratorio. (47,
49)

El contacto permanente del pulmén con una gran cantidad de antigenos hace suponer que
los mecanismos de proteccion previenen cl desarrollo de reacciones inmunes sutiles. La
capacidad que tienen los macrofagos para fagocitar las particulas exdgenas le permite jugar
un papel importante en la homeostasis pulmonar. Por el contrario, bajo ciertas
circunstancias, el pulmén puede ser ripidamente el asiento de reacciones
inflamatorias e inmunes intensas. El reclutamiento de los polimorfonucleares
neutrofilos  y eosinofilos, de linfocitos y de mastocitos liberan grandes cantidades de
mediadores, pueden terminar en fendmenos lesivos que impiden su funcién de filtro por los
intercambios gaseosos. (53)

5.1.1.2 MECANISMOS DE DEFENSA ESPECIFICOS

Comprenden la respuesta inmune, la cual tiene dos manifestaciones: inmunidad humoral e
inmunidad celular. (48)

1-Inmunidad humoral (figural). Esta consiste en la sintesis de inmunoglobulinas (Ig) o
anticuerpos especificos. El aparato mucociliar, ademas de proveer un vehiculo para
movilizar fuera del pulmon a las particulas y los microorganismos que se han inhalado,
mediante el flujo constante de mucus hacia fuera de los alveolos, bronquiolos, bronquios y
traquea, es de importancia por su habilidad para vehiculizar inmunoglobulinas dentro del
tracto respiratorio. Las vias respiratorias tienen una cantidad considerable de tejido linfoide
que forma nédulos en las paredes de los bronquios y esta revestido por linfocitos que se
distribuyen de manera difusa en ¢l pulmon y en las paredes de las vias aéreas. Dichos
tejidos sintetizan principalmente IgA secretoria, en especial en las vias respiratorias
superiores (fosas nasales), producida en su mayoria localmente. Se piensa que la funcion
principal de esta inmunoglobulina es la de impedir que microorganismos establezcan
contacto y colonicen la mucosa. Las inmunoglobulinas predominantes en el mucus
bronquial son IgA, IgG e IgM. La relacion de IgA:IgG varia, siendo la IgA predominante
en las secreciones nasales y la 1gG en las sccreciones broncoalveolares. Como en otras
superficies corporales, se cree que la IgA de las vias respiratorias ejerce su accion
protectora al evitar la adherencia de las particulas antigénicas, y entre ellas de los
microorganismos, mientras que IgG solo parece tener una gran importancia cuando se
produce una inflamacion aguda y la correspondiente trasudacion de proteinas séricas. La
18G no sélo activa al complemento (a través de la llamada via clisica) sino que participa en
el fendmeno denominado opsonizacion, o sea, el recubrimiento de microorganismos por
anticuerpos especificos los cuales favorecen la fagocitosis de los gérmenes ya que los
macréfagos y neutrofilos poscen receptores especificos para este tipo de inmunoglobulina.
En los tejidos linfoides de las vias respiratorias superiores también se sintetiza una cantidad
importante de [gE; usualmente no se asocia con mecanismos protectores. Este anticuerpo se
encuentra normalmente adherido a la superficie de células cebadas y se piensa que puede
constituir una segunda barrera contra aquellos microorganismos al evadir a la IgA y
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penetrar la mucosa. En este caso la reaccion de IgE con un microrganismo producira la
liberacion dc aminas vasoactivas contenidas en ¢l interior de las células cebadas.
Actuando éstas como mecanismo amplificador de la respuesta inflamatoria facilitando la
llegada de anticuerpos séricos y células sanguineas como linfocitos, neutrofilos y
monocitos. (48,77)

Sin embargo, el contenido de inmunoglobulinas de las secreciones del tracto respiratorio no
depende s6lo de su produccién en las células plasmaticas mucosas, los lechones que
ingiereren calostro, presentan inmunoglobulinas en las secreciones nasales desde el
momento de ingerir ¢l primer alimento. (52)

En el calostro de la cerda sc encuentra el inhibidor de la tripsina, que inhibe totalmente la
actividad triptica en la luz intestinal de los lechones recién nacidos por
aproximadamente 3 dias, permitiendo que ocurra la absorcion intestinal de la IgG en forma
intacta; los lechones que han ingerido calostro, ticnen mejores respuestas de anticuerpos a
los diferentes antigenos que los que no fueron calostrados y la actividad de lizosima y
bactericida del suero estd aumentada. Tras la ingestion de calostro la inmunoglobulina
predominante en las secreciones nasales es IgA. (52)

Ademis de la inmunidad especifica que proporciona el calostro y la leche a los lechones,
existe una transferencia de factores inespecificos de resistencia. Entre estos se encuentra
principalmente la lactoferrina que es una proteina con propiedades bacteriostaticas; otras
substancias son el sistema lactioperoxidasa-tiocianato-peroxido de hidrogeno. Una de las
substancias mas importantes en ¢l calostro y la leche es la lizosima como bacteriostitico y
bacteriolitico. Otra substancia es la properdina. Ademas hay proteinas basicas como la beta-
lisina y ubiquitina, y la xantina oxidasa. También existen proteinas que unen a la vitamina
B12 y el folato. (52)

2- Inmunidad celular (figura 2). La inmunidad mediada por células esti involucrada
en control de virus, bacterias, parisitos intracelulares y células tumorales. Esta regulada
por los linfocitos T, y hay basicamente dos tipos de células implicadas en ésta proteccion:
las células T cooperadoras (CD4+) y las T asesinas (células T citotoxicas, CD8+). Las
CD8+ son células especializadas en la  destruccion de  células que han sido
infectadas por un virus. Estos linfocitos reconocen antigenos virales en la membrana de la
célula “blanco™ y la destruyen a través de la liberacion de factores citoliticos. Las CD4+
actian como mediadores reguladores de todo el sistema inmune, incluyendo la produccion
de anticuerpos; son aquellas que al contacto con el microorganismo o antigeno
microbiano liberan factores solubles (denominados citocinas) que pueden tener
funciones diversas. Destacando aquellas que ejercen un efecto quimiotictico y de
activacion sobre macrofagos. Como ejemplo se tienen al factor inhibidor de la migracion.
La primera funcién mediada por linfocinas que se descubri6 es la migracion de macréfagos
fuera del tubo capilar in vitro. El gamma interferon es la tnica de varias proteinas que
inhibe la migracion de macrofagos. Esta actividad MIF estd mediada por IL-4. El factor
estimulador de colonias de macrofagos, estas glucoproteinas relacionadas derivan de
fibroblastos y macrofagos; su produccion es estimulada por la IL-1 y TNF-alfa, este factor
induce la proliferacion y diferenciacion de monocitos y macréfagos, y promueven la
citotoxicidad de los macréfagos. El factor estimulador de colonias de granulocitos-
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macrofagos, es una glucoprotéina que se deriva de los macréfagos, actia como factor de
crecimiento para las células progenitoras mieloides; activa a los macréfagos e intensifica
su produccion de superoxido, fagocitosis, actividad tumoricida y expresion de
antigenos clase [I del CMH; proporciona una seiial a los macréfagos, la cual causa que se
vuelvan “macréfagos supresores”. (47, 7)




Figura 1
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Figura 2
INMUNIDAD CELULAR
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Adaptado de Tizard 3a. Ed. 1987.




5.2  CONSIDERACIONES GENERALES DE LOS MICOPLASMAS.

Es a partir de la produccién de formas filamentosas tipo hongos de la que se deriva el
nombre micoplasma (myco =“hongos™). (9)

Los microorganismos de este grupo pertenecen a la clase Mollicutes (mollis=blanda;
cutis=piel), esta clase es la inica en la division tenericutes, una de las cuatro divisiones del
reino procariota. Comprenden  actualmente un solo orden: Mycoplasmatales 'y tres

familias: Mycoplasmatuceae, Acholepl taceae 'y Spirople taceae. Los cuatro

géneros de los mollicutes estan ampliamente distribuidos en la naturaleza, encontrandose en

los animales (Mycopl. , Ureapl, 1, Acholepl Anaeroplas asf como en las
y (3 Cal (

plantas y los insectos (Spiroplasma, Acholeplasma, Mycoplasma). No obstante sélo dos
géneros de la primer familia contienen patégenos o saprofitos en animales Mycoplasma y
Ureaplasma. (5, 6, 35, 51, 57)

La subdivisién en familias estd basada en su habitat, requerimientos de esterol para su
crecimiento, tamaiio de su genoma, y su tolerancia al oxigeno. Otra diferenciaciéon en
género toma en cuenta ¢l mecanismo usado por el microorganismo para obtener su energia
(fermentacién de glucosa, arginina, o urea) Las especies se clasifican por sus aspectos
bioquimicos y scrologicos. (5, 6, 33, 81)

Los mollicutes (micoplasmas) son las bacterias de vida libre de menor tamafio, son
considerados parasitos extracelulares dependientes del hospedero. (5, 11, 33, 51, 56)

El término micoplasma se usa para agrupar organismos procariotes que se distinguen
fenotipicamente de otras bacterias por presentar dimensiones minimas proximos al limite
de resolucion del microscopio 6ptico que han perdido su habilidad para sintetizar una pared
celular. (5, 28, 33, 70, 81)

La falta de pared celular en los micoplasmas ha sido demostrada por microscopia
electronica y por analisis quimico; éste dltimo confirmé los componentes claves de la
pared. (9, 11)

Asi mismo, el carecer de un mecanismo genético para formar la pared celular explica sus
propiedades morfologicas y su marcado pleomorfismo (11, 33, 56)

Aun cuando los micoplasmas asemejan protoplastos en la carencia de pared celular, son
mas resistentes a la lisis osmotica, esta habilidad, se debe en parte a la naturaleza de la
membrana cetular del micoplasma, que es mas estable que la de otros procariontes. En un
grupo de micoplasmas, la membrana contiene esteroles, que parecen ser responsables de la
estabilidad. (9)

Los micoplasmas que poseen esteroles en su membrana no los sintetizan, pero los requieren
preformados en el medio de cultivo. (9)

La ausencia de pared celular, por consecuencia su incapacidad de sintetizar peptidoglicano
y sus precursores, explica principalmente la susceptibilidad de los micoplasmas al choque

-
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osmético, a la actividad de detergentes, alcoholes, anticuerpos especificos, a las sustancias
que disminuyen la tensiéon superficial (jabones, amonio cuaternario y tween), la
resistencia a los antibiéticos del grupo de las penicilinas y sus analogos que impiden la
sintesis de la pared celular. (5, 6, 33, 57, 59, 70, 81)

Por lo general son resistentes al acetato de talio, pero son sensibles a los antibidticos que
obstaculizan el metabolismo de los aminoicidos, del dcido nucleico (transcripcion y
traduccion de la enzima DNA girasa), de los esteroles. El yodo y los compuestos fenélicos
los destruyen con facilidad. (5, 6, 28, 59, 81)

Esta auscncia de pared celular es el origen de algunas caracteristicas mds propias de virus
que de bacterias. Tal como la neutralizacion por antisueros. Por lo cual durante mucho
tiempo, los micoplasmas se consideraron virus. (5, 11, 32, 57, 59, 81)

Al no tener las estructuras de la membrana interna ni pared celular externa en la membrana
plasmatica, muchas cepas poseen estructuras superficiales equivalentes a la capsula; estan
rodeados por una membrana plasmatica formada por proteinas, glucoproteinas, glucolipdios
y fosfolipidos. (6, 32, 56)

La morfologia es variable, depende del método de examen, (por ejemplo: campo obscuro,
inmunofluorescencia, frotis tefiidos por el método Giemsa y médios sélidos o liquidos,
fijacion en agar). (11, 33)

Morfologicamente, los micoplasmas presentan apariencia esférica o piriforme (con un
diametro de 0.3-0.8 um ) hasta fusiforme o filamentos helicoidales. Durante la replicacion
del genoma y divisién celular se puede apreciar formas de dona, filamentos y cadenas de
cocos. (5, 12, 70)

El crecimiento en medio liquido origina muchas formas diferentes desde cocoides a formas
pleomérficas y filamentosas. El crecimiento en medios sdlidos consiste principalmente en
masas protopldsmicas plasticas de forma indefinida que se deforman con facilidad. (6, 33)

En frotis teflidos se observan como formas circulares, pequeiios cocobacilos, filamentos.
Las células pueden ser cocoides o piriformes, a veces con extensiones filamentosas, o bien
crecen como finos filamentos ramificados o sin ramificar. (11, 12, 33, 73, 81)

Su naturaleza flexible y su pequeiio tamafio le permiten atravesar filtros de membrana con
un poro de 220 a 450 nm. Las colonias de los micoplasmas tienen un diametro que puede
oscilar de 0.01 a 1.0 mm, y aparecen con la forma tipica de huevo frito. (6, 12, 51, 56)

Los micoplasmas presentan tres organelos celulares esenciales: membrana celular,
ribosomas y el genoma caracteristico de las células procariotas (DNA de doble hebra), su
genoma mide: 4.5 X 10® daitons, estan catalogados como microorganismos con
capacidad de autoreplicacién. (5, 6, 12, 51, 56)

Debido a la ausencia de pared celular los mollicutes son gramnegativos, se tifien
escasamente con la tincion de Gram . El método de eleccidn para teilirlos es el método de
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Giemsa o bien otros métodos de tincion de tipo Romanowsky. (6, 12, 51, 56)
Son sensibles a la digitonina, anaerobios facultativos, catalasa negativos. (11, 12, 56)

La mayoria de los micoplasmas no tiecnen movimiento y no tienen flagelos, sin
embargo, algunas especies patégenas de micoplasmas incluyendo de humanos y de
animales. M. pneumoniae, M. genitalium, M. gallisepticum y M. pulmonis, presentan gran
motilidad en superficies himedas. (5)

Las especies lisas de micoplasmas regularmente presentan una estructura tipo la cual juega
un papel importante en la adhesioén a las células del hospedador. (5)

La division puede hacerse por medio de gemacion, fragmentacion o fision binaria, de
manera simple o en combinacidn. (6, 12, 33, 70)

La mayoria de los mollicutes son microorganismos exigentes que, para crecer, necesitan un
medio base complejo suplementado con suero y con extracto de levadura. Los acidos grasos
no saturados y los precursores de estos dcidos son factores de crecimiento esenciales. Todos
los mollicutes, excepto las especies del género Acholeplasma y algunas del género
Anaeroplasma, necesitan colesterol, el cual es aportado por el suero. Los micoplasmas
requieren también acidos grasos y proteinas, los cuales pueden suplirse con suero y, por
ello los medios para el cultivo de estos microorganismos se suplementan comunmente con
un 20 % de suero de caballo. (11, 12,51, 56, 57, 70)

El pH dptimo de los medios en los cuales crecen las especies del género Ureaplasma es de
6.0; para los demas mollicutes es de 7.5; la temperatura optima de crecimiento es de 37-39
%C. Los mollicutes son aerobios facultativos o microaerofilicos, excepto el género
Anaeroplasma que es anacrobio estricto. ( 12)

La mayoria de los mollicutes utilizan la glucosa o la arginina, mientras que algunos utilizan
ambas como fuente de energia. (12)

Algunas especies patogenas y no patogenas se establecen como comensales en las
membranas mucosas del tracto respiratorio superior y tracto digestivo, tracto genital y la
ubre bovina (12, 28, 33, 56 )

Con algunas excepciones, los micoplasmas al igual que los virus, son microorganismos que
demuestran una gran especificidad para cada especie animal y son raros los que afectan a
varias especies animales. Esta adaptacion puede estar basada en factores especificos de
colonizacion, (mediante los cuales) ¢l hospedero tiene los receptores, o esto puede estar
basado en la incapacidad del hospedero para reconocer y responder al microorganismo. (12,
28, 33, 56, 81)




Razin 1978.

Cuadro 1
TAXONOMIA Y PROPIEDADES DE LOS MICOPLASMAS
Clasificacién Numero Tamafio  Contenido  Requerimientos  Propiedades Habitat
actual de del de GC de colesterol distintivas
especics genoma  (mol%)
reconocidas  ( MDa)
Orden I: Mycoplasmatales
Familia I: Mycoplasmataceae
Género I: Mycoplasma 87 400-800 23 + - Humanos, animales,
plantas, insectos.
Género I1: Ureaplasma 5 500-700  27-30 + Ureasa Humanos, animales.
positiva
Familia II: Spiroplasmataceae
Géncro I: Spiroplasma 11 1000 25-31 + Filamentos Artrépodos (incluyendo
helicoidales insectos) y plantas.
Orden 1I: Acholeplasmatales
Familia: Acholeplasmataceac
Género I: Acholeplasma 11 1000 27-36 - - Animales, plantas,
insectos.
Orden I1I: Anaeroplasmatales
Familia: Anacroplasmataceae
Género I: Anaeroplasma 4 1000 29-33 + Anaerobios Rumen de bovinos-
Obligados ovinos.
Género 1I: Asteroleplasma 1000 40 - (sensibles al Rumen de bovinos-
Oxigeno) ovinos.

L1



Cuadro 2
‘ PROPIEDADES MOLECULARES QUE DISTINGUEN A LOS MOLLICUTES DE OTRAS EUBACTERIAS.

Propiedad Mollicutes Otras eubacterias

Pared celular Ausente Presente

Peptidoglican Ausente Presente

Tamafio del genoma 500-1000 MDa >1000 Mda

Contenido de GC en

Su genoma 23-41 mol% 25-75 mol%

Numero de proteinas

celulares detectables <400 >1000

Numero de operén

RNAr detectable 12 1-10

Longitud RNAr 38 104-113 nucleotidos >114 nucleétidos

Nutmero de genes de

factores elongacion Tu (fuf) 1 lo2

‘ RNA polimerasa Resistente a rifampicina Sensible a rifampicina

Codén empleado UGA Codon triptéfano en Mycoplasma Codén de terminacion
y Spiroplasma(no en 4. laidawii).

Complejo DNA polimerasa Una enzima en Mycoplasma y Tres enzimas.
Ureaplasma, tres en Acholeplasma y
Spiroplasma.

Razin 1989.
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Cuadro 3

ESPECIES DE MICOPLASMA PATOGENOS

Enfermedades inespecificas

Especics Hospedadores Enfermedades especificas

M. agalactiae Ovinos Agalaxia contagiosa artritis, vulvovaginitis
M. bovigenitalium Bovinos Mastitis

M. bovis Bovinos Mastitis

M. bovoculi Bovinos queratoconjuntivitis
M. californicum Bovinos Mastitis

M. capricolum Ovinos Agalaxia contagiosa

M. conjunctivae Ovinos Queratoconjuntivitis

M. dispar Bovinos Mastitis neumonia

M. felis Felinos Conjuntivitis

M. hyopneumoniae Porcinos NEUMONIA ENZOOTICA

M. hyorhinis Porcinos Poliserositis-poliartritis

M. hyosinoviae Porcinos Artritis

M. mycoides ss capri  Ovinos Pleuroneumonia contagiosa

M. ovipneumoniae Ovinos Neumonia atipica

M. pneumoniae - Hombre Neumonia atipica.

Lista parcial de especies de Mycoplasma agentes etiologicos primarios de enfermedades especificas y/o se han
asociado con varias enfermedades de los animales domésticos.

Scanlan 1991.
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5.3 Mycopl hyop i

5.3.1 Cracteristicas gencrales

Taxonomia de este micoplasma cs la siguiente: Division tenericutes, miembros de la clase
Mollicutes, orden I: Mpycoplasmatales, familia I: Mpycoplasmataceae, género I:
Mycoplasma, especie Mycoplasma hyopneumoniae . (11,42, 81)

Al microscroscopio electranico, se observa que las células de Mycoplasma hyopneumoniae
tienen una forma redondeada con un didmetro que varia entre 0.2 — 0.5um, estan limitados
unicamente por una membrana plasmatica, conticnen ribosomas dentro del citoplasma y
fibras de DNA. No contienen pared pero se observa una “capsula” en la superficie externa
de la membrana plasmitica con la coloracion rojo de ruthénium segin Tajima y Yagihashi,
estos mismos autores describen tambicen la existencia de fibritlas radiales aparentemente de
material capsular. (35)

Su identificacién sc efectua generalmente mediante una prueba seroldgica. La prueba
consiste en la inhibicion del crecimiento (o el metabolismo) del micoplasma. Las colonias
pueden ser igualmente identificadas por inmunofluorescencia. (35, 81)

Las colonias pueden ser observadas ficilmente con la ayuda de un microscopio invertido
equipado con un objetivo de 10 X. (6)

5.3.2 Cultivo y aislamiento

Mycoplasma hyopnewmoniae es uno de los micoplasmas mas dificiles de cultivar, por lo
que su aislamiento es complicado por que los requerimientos para su crecimiento son
extremadamente exigentes, requiere un medio basal complejo, es cultivado en medios
altamente enriquecidos, provistos de carbohidratos y aminodcidos para su energia
metabolica y sintesis protéica, y lipidos para la sintesis de membrana. (11, 12, 33, 38)

Son esenciales como factores de crecimiento precursores de dcidos grasos no saturados
requiere colesterol o esteroles relacionados, el cual es suplementado por el suero y es
incorporado dentro la membrana, produciendo suficienie estabilidad osmotica para
sobrevivir bajo condiciones fisioldgicas normales, es incapaz de sintetizar purinas y
pirimidinas; por lo que se han desarrollado medios perfeccionados y técnicas selectivas
para el aislamiento del agente. (11, 12, 28, 32, 33, 38)

Probablemente el medio mas ampliamente usado es el descrito por Friis (12, 35, 38)

Crece generalmente en medios consistentes en infusion de corazén con caldo de peptona,
NaCl, 20% suero de caballo y 10% extracto de levadura; se adiciona agar al medio sélido,
2% inhibidores de crecimiento bacteriano, que incluyen penicilina (Gram +) y acetato de
talio (Gram -) (12)




21

El tiempo de incubacién requerido es de 10-14 dias para que sea observado el crecimiento;
el crecimiento de M. hyopneumoniae es lento, particularmente durante el aislamiento
primario, produciendo una leve turbidez y un cambio de color dcido después de 3-30 dias
de incubacion. (35, 81)

El crecimiento de M. hyopneumoniae se efectia en tres fases: una fase exponencial, una
fase estacionaria y una fase de envejecimiento, lo que confirma que la division binaria es su
forma de reproduccion. (35)

M. hyopneumoniae fermenta la glucosa a 37° C produce una acidificacion que da como
resultado una disminucién del pH del medio de cultivo. Esto se interpreta por una variacion
de color del indicador (variacion de pH de 7.4 a 6.3), existe por lo tanto una relacién entre
el crecimiento del microorganismo y la variacion del pH del medio de cultivo. (35)

El pH 6ptimo para su crecimiento es 7.5. La temperatura 6ptima 37°-39° C. Es aerobio
facultativo o microaerofilico, requiere baja tension de oxigeno y alta humedad para su
crecimiento; utiliza glucosa como fuente de energia, no metaboliza la arginina ni la urea
(35, 81)

Las colonias en medio sélido son pequeftas, convexas (0.5 -1 mm de didmetro), no presenta
la protuberancia central de otras especies, su apariencia es de gotas de rocio. Hay una
tendencia del microorganismo a penetrar y crecer dentro del medio. El tamafo es de 200-
500 nm, y pueden ser observados en frotis tefiidos con el método de Giemsa. (29, 33, 81)

54 NEUMONIA ENZOOTICA PORCINA

5.4.1 DEFINICION

La neumonia enzodtica porcina, es una enfermedad pulmonar infectocontagiosa de los
cerdos, provocada por una bacteria Mycoplasma hyopneumoniae. (8, 73)

5.4.2 ANTECEDENTES

En 1948, 1951 la caracterizacion definitiva de una neumonia cronica distinta de la influenza
porcina, emergi6 con el trabajo de Pullar y Gulrajani-Beveridge, respectivamente. Por ser
un agente filtrable se aplicé y uso extensamente el término de virus neumdnico de los
cerdos. (39)

En 1957 Wittlestone, sugirié que el agente causal de la enfermedad podria ser un
micoplasma.

En 1965 los micoplasmas fueron aislados y se demostraron al reproducir la enfermedad
virtual y simultdneamente en Estados Unidos (Maré y Switzer) y en Inglaterra (Goodwin et
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al). Los aislamientos se nombraron Mycopl hyopr oniue y Mycoplasma
Suipneumoniae respectivamente, dandole prioridad al nombre de Mycoplasma
hyopneumoniae. (39, 57)

54.3 SINERGIA

La infeccion sola con Mycoplasma hyopneumoniae tiene muy poco impacto sobre la tasa de
crecimiento y el estado sanitario del cerdo. Sin embargo se puede encontrar en asociacion
con Pasteurella multocida (Pm), Actinobacillus pleuropneumoniae (App), Streptococcus
suis, Bordetella bronchiseptica, Haemophilus parusuis, el virus de Pscudorabia (Prv) y el
virus PRRS. Experimentalmente se ha demostrado que M. Hyopneumoniae incrementa la
severidad de la neumonia causada por Pm, App, Prv, y PRRS. (17, 71)

5.4.4 EPIZOOTIOLOGIA

Se considera que la ncumonia cnzodtica esta ampliamente diseminada en el mundo. El
microorganismo habita en las vias respiratorias de los cerdos y parece tener especificidad
dc huésped. (8)

En México, los trabajos con pulmones colectados en rastro realizados por Pijoan, Ochoa y
Trigo (1976), demostraron una incidencia de esta bacteria superior al 25%. (57)

Magqueda, citado por Cruz et al., habla de una incidencia de la enfermedad, determinada por
lesiones neumonicas, de 20 a 25%. (18)

En Estados Unidos, los resultados de un estudio conducido por el Sistema Nacional de
Monitoreo en Salud Animal (NAHMS), demostro que las enfermedades porcinas estan
ampliamente diseminadas en la industria porcina, encontrando que de 396 a 428 piaras
inspeccionadas voluntariamente, el 98% estaban afectadas por neumonia enzoédtica. La
prevalencia de lesiones en un muestreo aleatorio en aproximadamente 6000 cerdos
sacrificados entre 1990-91 se observo que ¢l 71% de los animales inspeccionados estaba
afectado por neumonia cnzodtica. (24)

La transmision del agente cs a través de acrosoles o por contacto directo con secreciones de
animales infectados con animales sanos. Se sabe que el hato reproductor es el principal
reservorio de Mycoplasma hvopneumoniae en una granja. En la mayoria de los casos la
fuente de contaminacion es la cerda joven la cual tiene un bajo nivel de inmunidad y por lo
general se encuentra infectada con M. syopneumontae. Las cerdas adultas tienden a ser
inmunes (ya que con el tiempo se vuelven mas resistentes, hay un aumento en sus niveles
de inmunoglobulinas y de la inmunidad), y protegen a sus camadas por un periodo de
cuatro a seis semanas de edad, pero los lechones llegan susceptibles a la crianza debido a la
disminucion dc la inmunidad pasiva. Lo anterior indica que a pesar de que las infecciones
con Mycoplasma hyopneumoniae  tienden a iniciarse en la maternidad ( transmisién
vertical), una  vez establecida la infeccion en los cerdos, sucede la transmision en los
corrales, especialmente después de que los animales se juntan al momento del destete. (8,
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23,50)

La enfermedad es muy contagiosa, puede presentarse en cualquier época del afio; en granjas
contaminadas ocurre afio con afio, observandose variaciones substanciales en severidad con
el nivel de manejo, la estacion del afio, ventilacion, concentracion de cerdos, y otros
factores del medio ambiente. (8, 38)

Aln cuando la mortalidad puede ser leve y los signos dificiles de detectar, los hatos en
donde la enfermedad es enzodtica se ven constantemente amenazados por un brote si se
presenta algun factor de estrés. (14)

La tasa de morbilidad es alta (30-80%), pero la mortalidad es generalmente de cero; el
periodo de incubacion puede variar entre 7-21 dias e incluso en muchos casos puede ser
superior a los 3 meses. (38, 42, 67)

En virtud del largo periodo de incubacion, la lenta diseminacion del microorganismo en las
camadas, el incremento en la densidad de poblacion, la diseminacion de otros agentes y
factores del medio ambiente que se desarrollan después del destete, la prevalencia mayor de
la enfermedad ocurre en los cerdos en crecimiento y finalizacion. En este sentido se
considera que la mayor influencia de la neumonia por Myvcoplasma hyopneumoniae sobre la
tasa de crecimiento ocurre entre 30 y 90 dias después de la exposicion. (23)

5.4.5. PATOGENESIS

Esta bien establecido que la virulencia varia dentro de las mismas especies de micoplasmas.
Las infecciones que originan, necesitan la presencia de ciertos factores predisponentes, ya
mencionados. Estos microorganismos provocan en general reacciones inflamatorias
crénicas, como consecuencia de su accion directa sobre el huésped y de la respuesta
inmunoldgica de éste. (29, 51, 72)

Los buenos resultados obtenidos en el uso de vacunas a nivel de campo y experimental para
el control de Mycoplasma hyopneumoniae pueden ser citadas como evidencia de que el
microorganismo tiene el potencial de ser un buen inmundgeno. (60)

El Mycoplasma hyopneumoniac penetra con el aire inspirado, se adhiere al epitelio ciliado
mediante una capa superficial anionica que contribuye a la adhesion. La intima asociacion
entre el micoplasma y los cilios puede ser un factor impontante en la patogénesis de la
enfermedad. (7)

Esta adherencia a las celulas del epitelio ciliado de la traquea, bronquios y bronquiolos es
un prerequisito para la colonizacién e infeccion; en donde puede permanecer por
largos periodos, semanas a meses ; se multiplica gradualmente en estos sitios, destruye los
cilios, seguido de un efecto citopatico y una exfoliacion de las células epiteliales, por lo que
hay interferencia con la remocion bacteriana e induce la exacerbacion de las infecciones
por Pasteurella multocida 'y Actinobacillus pleuropneumoniae. El principio de la ciliostasis
puede ser micoplasma inducido. (7, 12, 28, 29, 50, 67)
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Simultdneamente puede ocurrir una reaccién celular (consistiendo principalmente en un
incremento en {a acumulacion peribronquiolar y perivascular de células). (7)

Un hecho importante es que muchas de las lesiones pulmonares resultantes de una
infeccion no complicada por Mycoplasma hyvopneumoniae pueden sanar y regenerar con el
tiempo. (67)

5.4.6 INMUNIDAD

Muchos cerdos experimentan la primera infeccion con Mycoplasma hyopneumoniae a una
edad temprana; los cerdos se infectan sin mostrar signos en primera instancia. La
proteccion ofrecida por anticuerpos maternos son capaces de mantener baja incidencia a
una edad temprana. (67)

Cuando la proteccion materna declina y bajo la influencia negativa del estrés y factores de
manejo, los cerdos entonces desarrollan la enfermedad. Los cerdos comiinmente sobreviven
a la enfermedad y desarrollan una firme inmunidad contra Advcoplasma hyopneumoniac.
(67)

Como se menciond anteriormente, las micoplasmosis suelen dejar una sélida inmunidad. La
inmunidad es local debida a anticuerpos secretores (IgG e 1gA), con participacion de la
inmunidad de tipo celular, Los primeros anticuerpos en aparecer son IgM e IgA, seguidos
de IgG. (6, 12,51,73)

La respuesta inmune humoral a la infeccion experimental de Afvcoplasma hyopneumoniae
se refleja en la tos y las lesiones neumonicas. La seroconversion aparece 9 dias después de
la tos. (69)

Los micoplasmas causan también una serie de inmunoreacciones que conducen a
alteraciones inmunopatoldgicas. La formacion de complejos inmunitarios provoca
reacciones inflamatorias y la acumulacion masiva de linfocitos. (51)

Por otro lado, los microorganismos tratan de eludir, de formas diversas, la inmunoreaccion
del huésped. Su localizacion superticial los hace ya dificilmente accesibles a los
mecanismos de la inmunidad; ademds gozan de una buena proteccion a causa de su
resistencia a la fagocitosis. (29, 51)

5.4.7 SIGNOS CLINICOS

Los signos clinicos causados por Mycoplasma hyopneumoniae no son muy especiticos. Los
primeros signos comiinmente ocurren a las 3-10 semanas de edad después del destete, pero
la mayoria no desarrollara una infeccion hasta 3-6 meses durante el periodo de finalizacion.

(67)

Se han descrito dos formas de la enfermedad: una aguda relativamente rara, en la que
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pueden aparecer brotes graves en piaras susceptibles cuando llega la infeccion por vez
primera. En estos casos enferman animales de todas las edades, y las cifras de morbilidad
alcanzan 100%. Es caracteristica la aparicion de signos respiratorios agudos acompaiiados
de tos, con ficbre o sin ella, anorexia y puede haber mortalidad en lechones y adultos
después de que se presentan los accesos de tos. La evolucién es de 3 semanas
aproximadamente, después de las cuales se da paso a la forma crénica, la mas comin. (8)

La forma crénica o enzodtica de la enfermedad se observa en los hatos convencionales,
manifiesta sintomas no especificos. La morbilidad es alta, pero la mortalidad es baja. En
muchos casos son aparentes algunos signos de la enfermedad. Pueden verse afectados
lechones de 3 a 10 semanas de edad y los signos clinicos pueden observarse en lechones
lactantes; pero mas frecuentemente se manifiestan después del destete y en periodo de
crecimiento. El principio de las anormalidades clinicas es insidioso, se presenta una diarrea
transitoria y la tos es la manifestacion principal, adn cuando pueden observase estornudos
en lechones, puede haber una fiebre ligera. (8, 67)

La tos es mas notable en la actividad inicial de la mafana y a la hora de alimentarse. La
tos puede forzarse al hacerlos caminar y ocurre con mayor frecuencia en el periodo
inmediatamente posterior a dicho ejercicio, es posible que s6lo unos cuantos animales del
grupo muestren afecciones clinicas, pero después la incidencia aumenta. El padecimiento
desaparece en 2 0 3 semanas o persiste durante todo el periodo de crecimiento. Es
caracteristica la tos seca, de dificil expulsion y repetitiva. Pocas veces se observa alteracion
de los movimientos respiratorios, subsiguientemente disminuye la tasa de crecimiento, la
cual variara entre un cerdo y otro, por lo que es comin encontrar que dentro del grupo cl
tamaiio de los animales es desigual. Algunos cerdos afectados con la forma crénica pueden
llegar a sufrir ncumonia aguda por invasion sccundaria de pasteurella u otros
microorganismos. (8)

El efecto “puerta de entrada’™ que la infeccion por Mycoplusma hyopneumoniae causa,
incrementa la susceptibilidad del tracto respiratorio a las infeccioncs secundarias y puede
conducir al desarrollo de MIRD, enfermedad respiratoria inducida por micoplasma. (67)

Los signos clinicos pueden agravarse después como MIRD, ambos incrementan la
severidad y duracion de los problemas de la enfermedad respiratoria, Estos efectos
combinados son los que hacen a la neumonia enzootica devastadora. (67)

La enfermedad en su forma clinica se hace menos evidente al avanzar la edad, y pocas
veces se encuentra en la cerda, aunque a menudo se descubra que las hembras jovenes
albergan Mycoplasma hyopneumoniae. (8, 38, 73)

5.4.8 LESIONES

Macroscdpicas:

El conjunto de lesiones en los pulmones de cerdos con neumonia enzodtica consiste en
areas de consolidacion purpura a gris pardusco. Las lesiones generalmente aparecen
bilateraimente en la porcion ventral de los l6bulos apical y cardiaco, el 16bulo intermedio y
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la porcién anterior del l6bulo diafragmdtico de los pulmones. (8, 38, 67)

En conjunto, la apariencia de los l6bulos afectados es fa de un pulmon atelectasico y su
tamaifio igual o mds reducido que cl de un pulmén normal, y su color es de rojo obscuro a
parpura. Hay una clara delimitacion entre el tejido sano y el tejido del pulmén dafiado.
Cuando se incide el pulmén afectado, su consistencia es camosa no muy firme.
Generalmente se presenta un exudado catarral en las vias aéreas. Los linfonodos bronquial
y mediastinico se encuentran agrandados. (8, 67, 78)

Microscopicas:

Al examen microscopico s¢ aprecia una neumonia catarral broncointersticial asociada con
prominentes infiltraciones linfocitarias peribronquiales en ctapas cronicas de la infeccion.
En casos severos los acttmulos linfoides pueden presentar centros germinales y atrofian el
musculo liso peribronquial, causando ademas estrechamiento del lumen bronquial. El
epitelio bronquial presenta una marcada hiperplasia con pérdida de cilios, aunado a una
dilatacion de las glindulas de la submucosa, 1o que produce un abundante exudado mucoso.
Los septos alveolares se encuentran engrosados debido a infiltraciones de linfocitos y
células plasmaticas. En el espacio alveolar se encuentra un exudado compuesto de
macréfagos y algunos neutrofilos, linfocitos y células plasmaéticas. Con frecuencia los casos
de micoplasmosis porcina se complican con infecciones bacterianas secundarias como
Pasteurella multocida o (Haemophilus) Actinobucillus pleuropneumoniae, con lo cual la
neumonia se convicrte ¢n un proceso predominantemente supurativo o fibrinoso. (78)

Un estudio reporta que, los pulmones infectados por Afycoplusma hyopneumoniae a las 2 a
4 semanas postinoculacion, con la tincion UEA-1, se present6é un exudado serofibrinoso y
fibrinosupurativo, en bronquios, bronquiolos y alvéolos. A las 4 semanas postinoculacion,
la mayor parte de secciones de pulmon tuvieron pequeias cantidades de exudado
intralveolar y pequefias arcas de epitelio  bronquiolar pseudoestratificado; rodeado por
infiltrado moderado de linfocitos. A las 6 semanas postinoculacion aproximadamente 75-
90% de los bronquios son delineados por epitelio seudoestratificado en un patrén segmental
o difuso. Esas vias aéreas también han marcado infiltraciones de linfocitos con células
plasmaticas y macrofagos ocasionalmente, esparcidas en el estrato adventicio y también en
agregados nodulares densos. Menor nimero de linfocitos extendidos en la tamina propia.
En muchos bronquiolos la tincion UEA-] de dreas cuboidales y seudoestratificadas fueron
asociados con infiltrados de linfocitos y pocas células plasmaticas adventicias. (2)

5.4.9 DIAGNOSTICO

El diagnostico de neumonia enzodtica se hace normalmente a nivel de la granja y del
animal. Los criterios mas usados son:

1- La presencia de neumonia cronica en la granja, principalmente en cerdos de engorda, un
crecimiento desigual, baja eficiencia en la conversion alimenticia pero sin mortalidad.

2- Signos clinicos en cerdos de 2 a 4 meses de edad, de tos seca no productiva sin fiebre o
problemas respiratorios.

3- Hallazgos post-mortem e¢n Iobulos anteriores del pulmon tipo de neumonia aguda. Los
hallasgos histologicos no son especificos, pero ayudan a confirmar el diagnostico.




27

4- Es esencial en el diagnéstico confirmar mediante pruebas de laboratorio, principalmente
en proyectos de monitorco.

El diagndstico de neumonia enzodtica por Mycoplasma hyopneumoniae en cerdos puede
dificultarsc en algunos casos. Para hacer un buen diagnéstico de AMycoplasma
hyopneumoniae y una mejor cvaluacion de la enfermedad, se recomienda realizar la
combinacion de métodos incluyendo la historia clinica, la evaluacion posmortem, examen
bacteriologico del tejido pulmonar y serologia. (4, 64)

Dentro de los métodos de diagndstico de Mycoplasmu hyopneumoniae, el mas importante
es el aislamiento, pero muchas veces es tardado, dificil, por lo que se ha recurrido a utilizar
procedimientos serologicos. (42)

Los métodos seroldgicos tradicionales de las infecciones micoplasmicas como son fijacién
de complemento, inhibicion de la hemoaglutinacion ¢ inhibicion metabodlica han sido
extensamente utilizadas para diagnosticar y confirmar casos clinicos de la enfermedad; las
dos primeras han mostrado problemas en la sensibilidad y especificidad, lo que limita su
valor como herramientas epidemiologicas. (41, 64)

El resultado al examen de las lesiones pulmonares puede no ser muy notable, lo que nos va
a llevar al cultivo y aislamicnto de Mycoplasma hyopneumoniae, el cual muchas veces es
dificil y complicado, por lo que se precisa poner en prictica pruebas para la deteccion de
micoplasma en el pulmon, utilizando en cortes de pulmén las técnicas de
inmunofluorescencia e inmunoperoxidasa. (64)

También se han desarrollado pruebas disponibles para el diagnéstico serologico de la
infeccion, las cuales incluyen: fijacion de complemento, aglutinacion en latex, precipitacion
en gel agar, contra-inmunoelectroforesis, hemaglutinacion indirecta y prueba de
inmunoabsorcion ligada a enzimas. Mas recientemente: reaccion en cadena de la
polimerasa, sondas génicas. Por lo anterior, se deben complementar unas pruebas con otras
para el diagndstico mas preciso de la enfermedad. (11, 73, 81)

5.4.10 DIAGNOSTICO DIFERENCIAL

La necropsia selectiva y el examen sistematico de laboratorio suelen conducir al
diagnostico.

La neumonia enzodtica porcina, con invasion secundaria o sin ella, es la infeccion
respiratoria mds frecuente en los cerdos.

El brote agudo puede confundirse con influenza porcina, pero esta enfermedad es mucho
menos frecuente y se caracteriza por curso breve con estornudo y dolores musculares, y los
signos generales son mas propios de una infeccion de las vias respiratorias superiores que
de neumonia, ademdas se encuentra siempre Haemophilus suis y la infestacion por vermes
pulmonares. En casos de infestacion por vermes pulmonares no complicadas (especies de
Metastrongylus) pueden observarse signos respiratorios en porcinos. Sin embargo en la
necropsia ¢s mas manifiesta la bronconeumonia ¢n placas en la parte dorsal de los I6bulos
diafragmaticos, y es posible ademas identificar los vermes. La pleuroneumonia contagiosa
de los porcinos por Actinobacillus pleuropneumoniae es mucho mas aguda y produce
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mortalidad mas elevada. El otro problema, mas dificil, es formular un diagnéstico
ctiolégico definitivo respecto a la presencia de la forma subclinica de la neumonia
enzodtica por M. hyopneumoniae, o mis dificil certificar la ausencia de infeccién en un
grupo de porcinos. Hay pruebas de que la infeccién puede persistir en una piara durante un
periodo sin manifestaciones seroldgicas, clinicas ni patologicas. (8, 38)

5.5 PRUEBA DE INMUNOPEROXIDASA DIRECTA

5.5.1 Antecedentes

Las principales técnicas utilizadas en inmunoquimica son dos, a saber:
inmunofluorescencia e inmunoperoxidasa. (20)

La introduccién de la técnica de inmunofluorescencia en 1950, fue el mejor avance en
inmunohistoquimica. (13)

Las técnicas de la inmunofluorescencia basadas en la conjugacion quimica de los
anticuerpos con fluorocromos han persistido durante casi 30 afios con gran utilidad en el
estudio de diversas enfermedades del hombre y los animales, (46)

Posteriormente se establecié que la técnica tiene un nimero de limitaciones: El uso de
microscopio de inmunofluorescencia para observar los resultados; al observar secciones de
tejido fijados, la no visualizacion de la arquitectura del tejido, la preparacion final no es
permanente, aunque hay disponibles técnicas que inhiben el desvanecimiento de la tincién
con fluorocromo. (13)

No obstante por la facilidad de la técnica y la habilidad de los marcadores fluorescentes
para visualizar claramente a muy bajas concentraciones, continia siendo popular,
particularmente cuando se observan estructuras individuales. (13)

En la bisqueda de un marcador alternativo para vencer las desventajas ya mencionadas; en
la década de los 60’s comenzaron estudios relacionados con la utilizacion de enzimas como
marcadores de anticuerpos o de antigenos lo que ha provocado que surjan numerosos
métodos inmunoenzimadticos que tienden a suplir, o incluso a reemplazar cada vez mas, los
métodos inmunoldgicos que utilizan otros marcadores como la fluorescencia o los
radioisdtopos. algunas enzimas fueron elegidas por ser un sustituto ideal, particularmente la
peroxidasa de rdbano. Esta enzima es utilizada histoquimicamente por producir intensos
precipitados coloridos permanentes que pueden observarse utilizando microscopio de luz
convencional. Casi todos estos precipitados son insolubles de esta manera permiten hacer
preparaciones permanentes. (13, 46, 74)

Otra ventaja es que los procedimientos de inmunoperoxidasa permiten el uso de la
microscopia inmunoelectrénica, y de esta forma los reactivos pueden emplearse tanto en la
microscopia o6ptica como en la electrénica. La técnica puede ser usada junto a un
procedimiento histolégico de rutina, es efectiva para el diagnéstico patolégico de la
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enfermedad de Aujezsky. Los resultados obtenidos por la tinciéon de inmunoperoxidasa
indirecta confirman las primeras observaciones por microscopia electrénica. (37, 45, 46)

Estos métodos inmunoenzimaticos demostraron una mayor sensibilidad en la identificacién
de antigenos virales, bacterianos o celulares; el uso de la técnica de inmunoperoxidasa
ofrece una mayor capacidad para identificar elementos micdticos en infecciones discretas o
iniciales; ademds de permitir una reaccién permanente en tejidos fijados y embebidos en
medios de inclusion, mientras que las estructuras se definen de manera similar que con las
técnicas convencionales de histopatologia y solo basta el uso de un microscopio 6ptico. (46,
79)

Los principios bdsicos de estos procedimientos son los mismos que rigen las técnicas de
inmunofluorescencia , e inmunoperoxidasa, a saber: reaccién de un anticuerpo ( o de un
antigeno) acoplado de forma covalente a una enzima con un antigeno ( 0 un anticuerpo)
inmovilizado, (es decir, naturalmente asociado a tejidos o artificialmente fijado sobre
soportes), después deteccion de la actividad de la enzima con ayuda de sustratos
especificos. De ésta forma se pueden distinguir dos grupos de métodos inmunoenzimaticos:
los métodos de dosificaciéon cuantitativa y los métodos de visualizacién del complejo
antigeno-anticuerpo-enzima, ya sea en los tcjidos o sobre las improntas de proteinas en una
lamina de nitrocelulosa. (74)

Las técnicas inmunoenzimaticas utilizan principalmente anticuerpos marcados con enzimas
para localizar los constituyentes presentes en los tejidos, pero la deteccion de la coloracion
citoquimica especifica de la enzima utilizada como marcador reemplaza la deteccién de la
fluorescencia. Estos métodos emplean un procedimiento directo, o indirecto; en el primer
método, que es el que nos ocupa, el anticuerpo utilizado para detectar un antigeno estd
acoplado a la enzima. Y se utiliza casi exclusivamente IgG como anticuerpo para preparar
el conjugado. (74)

Las principales desventajas con las técnicas inmunoenzimaticas son: Que algunos métodos
requieren mas pasos que las técnicas de fluorescencia para incrementar la sensibilidad; es
necesario bloquear la peroxidasa enddégena cuando se utiliza peroxidasa de rdbano como
marcador, el sustrato mas popular en la técnica de visualizacién histoquimica de peroxidasa
es la diaminobencidina (DAB) que inicialmente se pensaba que era carcinogénica, no
obstante reportes recientes sugieren que esto no es muy cierto. (13)

Este método, como el de inmunofluorescencia, necesita una buena conservacion del tejido
de manera que la localizacion del antigeno sea preservada asi como sus propiedades
antigénicas, lo que requiere una fijacion apropiada del antigeno investigado o del tejido.
Q)]

Se obtienen buenos resultados con los fijadores deshidratantes, por ejemplo, el etanol y la
acetona. Las enzimas utilizadas son aquellas para las que existen sustratos especificos que
dan productos insolubles y coloreados, principalmente la peroxidasa, la fosfatasa alcalina y
la glucosa oxidasa. (74)
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VI OBIETIVOS

6.1 JUSTIFICACION

Se conocen varios factores predisponentes o causantes directos de las neumonias, las cuales
se convierten en una de las situaciones que mas problemas causan en la produccion de una
granja porcina. La principal repercusion es de orden econémico, tanto por los animales que
se mueren como por los que quedan como enfermos cronicos (retrasados), la pérdida de
peso en los que no se murieron pero si estuvieron enfermos, y ademas el gasto en
medicamentos, tanto inyectados como en el agua de bebida y en el alimento, la mano de
obra, el costo del veterinario.

En el diagnostico de neumonia enzodtica de los cerdos se considera ¢l aislamiento de
Mycoplasma hyopneumoniae, lo cual resulta muy dificil, debido a las caracteristicas del
microorganismo, asi mismo, como la bioquimica de estas bacterias es irregular,
habitualmente se identifican por técnicas seroldgicas ¢ inmunolégicas, siendo las mas
comunes la inhibicion de crecimiento, inmunofluorescencia y ELISA Tween 20.

Lo antcrior nos lleva a considerar los métodos de diagnostico mas cficaces en cuanto a
sensibilidad y especificidad en cl diagnostico oportuno de la enfermedad a nivel de
laboratorio, y poder asi implementarlos.

La prueba de inmunofluorescencia directa tiene las ventajas de ser rapida y ficil de
desarrollar, ccondmica y especifica, no obstante sus desventajas: no visualizacion de la
arquitectura, la preparacion final no es permanente.

Una prueba recientemente desarrollada, para el diagnostico de enfermedades infecciosas
es la inmunoperoxidasa; esta prucba ofrece las siguientes ventajas: alta especificidad y
sensibilidad, es un método rapido y puede ser vista al microscopio optico.

6.2  HIPOTESIS

La sensibilidad y especificidad de las pruebas de inmunofluorescencia directa e
inmunopcroxidasa dirccta son similarcs a inhibicion de crecimiento y aislamicnto para
utilizarlas en forma alternativa como método de diagnostico en la deteccion de Mycoplasma
hyopneumoniae en la neumonia enzodtica de los cerdos.

6.3 OBJETIVO GENERAL

Implementar la técnica de inmunoperoxidasa directa y la técnica de inmunofluorescencia
directa ., en tejido pulmonar de cerdo, con lesiones sugestivas de la infeccion por
Mycoplasma hyopneumoniae, y poder asi evaluar y comparar su efectividad como método
de diagndstico de neumonia enzoética de los cerdos.
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OBJETIVOS PARTICULARES

Obtencion y seleccion de las muestras pulmonares

Aislamicnto c identificacion de Mycoplasma hyopneumoniae a partir de pulmones
de cerdos en casos clinicos

Titulaciéon de los sueros y los conjugados empleados en la prueba de
inmunoperoxidasa directa.

Implementar la técnica de cortes cn criostato de los pulmones con lesiones
sugestivas de la cnfermedad; con la finalidad de realizar las pruebas de
inmunofuorescencia e inmunoperoxidasa directas.

Estandarizacion de las prucbas de inmunofuorescencia ¢ inmunoperoxidasa
directas.

Establecer la correlacion entre ambas pruebas mediante el analisis estadistico de los
resultados, empleando la prueba X2.

Determinar  la  sensibilidad y especificidad de las prucbas  de
inmunofuorescencia e inmunoperoxidasa directas.
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VII MATERIAL Y METODOS
(16, 18, 19, 38, 45, 49, 55, 62, 74)

7.1 OBTENCION DE MUESTRAS PULMONARES

Para la realizacién de las pruebas se utilizaron 56 muestras pulmonares, de cerdos
provenientes de granjas de diferentes estados del pais: Nuevo Leon, Puebla, México, con
problemas respiratorios, pertenecientes a lechones cn ctapa de destete, que presentaban
lesiones sugestivas de neumonia enzodtica, de las cuales, unas se conservaron en
crioprotector a -20° C y sus correspondientes se utilizaron para el cultivo y aislamiento de
Mycoplasma hyopneumoniae, manteniéndose para tal efecto congeladas a -20° C.

7.2 CONTROLES

Como control negativo se utilizé un pulmén de cerdo de aproximadamente 3 meses de
edad, que no presentd lesiones pulmonares, no se aislé microorganismo alguno y fue
negativo a la prueba de inumunofluorescencia directa, el cual procedia de una granja libre
de enfermedades respiratorias.

Como controles positivos, se utilizaron un pulmén de campo y otro pulmén proveniente de
un cerdo, cl cual fue inoculado previamente y sacrificado a las 10 semanas de la
inoculacién con la cepa 194 de Mycoplasma hyopneumoniae;, ambos resultaron positivos al
aislamiento de Mycoplasma hyopneumoniae, a las pruebas de inhibicion de crecimiento
(con el antisuero de M. hyopneumoniae ), e inmunofluorescencia directa.

7.3 CULTIVO Y AISLAMIENTO

1-De las muestras de pulmoén de cerdo con lesiones sugestivas de neumonia enzodtica, se
esterilizo la superficie externa y el area de corte con espatula al rojo vivo.

2-Se cortd un trozo de pulmon de lcm® aproximadamente, procurando abarcar bronquio y

~ bronquiolo.

3-Se macerd en un Ten Broeck estéril adicionando 3 ml de medio de cultivo liquido de Friis
estéril hasta obtener una suspension.

4-Se decant6 la suspension en tubos estériles para centrifugar a 5 000 xg durante 15
minutos.

5-Del sobrenadante se tomaron 0.3 ml efectuando diluciones logaritmicas hasta 107,
quedando una cantidad final de 2.7 ml en cada tubo.

6-Se incubaron a 37° C durante una semana revisando diariamente posibles
contaminaciones (cambio de color amarillo).

7-De los tubos no contaminados se tomo un inoculo con asa de platino y se realizaron
siembras en medio solido, se incubaron a 37° C con atmésfera de CO; al 5%
mediante ¢l método de velobiosis durante una semana revisando diariamente posibles
contaminaciones.

8-Los tubos donde se observaron posibles contaminaciones se procedio a realizar
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la purificacién mediante el uso de un filtro Swinney (0.45um) para la obtencién del
microrganismo de interés y realizar los siguientes cultivos
9-Los cultivos en medio liquido en donde se sospecho el crecimiento de micoplasmas se
congelaron a — 20°C.
10-De los cultivos en medio solido donde hubo crecimiento de micoplasmas se realizo una
serie de subcultivos para mantener viables a las cepas, y su posterior resiembra para
obtener colonias puras, con la finalidad de efectuar las pruebas de identificacion.

7.4 PRUEBAS DE IDENTIFICACION DEL MICOPLASMA

Los procedimientos de identificacion se iniciaron después de 7 a 15 dias, tiempo en el que
el cultivo se volvié acido, ya que el crecimiento de Mycoplusma hyopneumoniue se
caracteriza por pequefia o alguna turbidéz y un cambio de pH (el medio cambia de color
salmén a amarillo)

7.4.1 Prueba de dependencia de esteroles

Se utilizé solucion de digitonina al 1.5% en solucion alcohdlica al 95%, se esterilizé por
filtracién con membrana de 0.22 p, se mantuvo a 4°C

7.4.2 Prueba de inhibicion de crecimiento
7.4.2.1 Cepas de referencia
Las cepas de referencia, utilizadas en esta prueba fueron las siguientes:

Mycoplasma hyopneumoniae — 194, Proporcionada por ¢l Dr, Ross de la Universidad de
lowa

Mycaplasma flocculare - MS42, Proporcionada por el Dr Pijoan de la Universidad de
Minesota

Muycaoplasma hyorhinis — ATCC. Donada por el NVSL, lowa.

Con las cuales se evaluaron los sueros hiperinmunes, en la prueba de inhibicion de
crecimiento; los aislamientos de los pulmones controles y las muestras problema.

7.4.2.2 Sueros hiperinmuncs.

Para la prucba de inhibicion de crecimiento se utilizaron antisueros contra AMycoplasma
hvopneumoniae, M. hyorhinis y M. flocculare; donados por el N.V.S.L. lowa.

El procedimiento para ambas prucbas (IC y dep. de esteroles) fue el siguiente: se
inocularon los cultivos de micoplasmas en medio sélido empleando hisopos, el sembrado
fué en tres direcciones tratando de obtener un crecimiento uniforme, se dejoé secar junto al
mechero durante 15 minutos, ya seco, se colocaron sensidiscos de papel filtro de 5 mm de
diametro estériles impregnados con una gota de solucién de digitonina, y los antisueros
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especificos de AMycoplasma hyopneumoniae, M. hyorhinis, M. flocculare, impidiendo que
se tocaran cntre si, la caja se dejo incubar aproximadamente una semana a 37°C. Se realizo
la lectura, considerando como positivo a la prueba cuando la solucién (digitonina, alcohol,
antisuero) impedia el crecimiento del microorganismo en cuestion para cada caso,
observandose un halo de inhibicién alrededor del sensidisco de aproximadamente 5
milimetros de diametro. Como controles negativos se utilizaron suero caprino inactivado y
solucién alcohdlica al 95%. Los controles positivos lo constituyeron el crecimiento de cada
una de las cepas sin solucion.

7.5 PRUEBA DE INMUNOPEROXIDASA DIRECTA.

Para el desarrollo de la prueba, se obtuvo un antisuero contra M. hyopreumoniae, de un
cerdo SPF. Mediante un riguroso protocolo de inmunizaciéon con un inmunégeno
especifico. A partir del antisuero se obtuvo una fraccion purificada de inmunoglobulina G
de acuerdo a la técnica descrita por Sanchez V. (1990).

El conjugado empleado en la prucba denominado CHAK-EK ha sido elaborado en la
Facuitad de Estudios Superiores Cautitldn, a una dilucion éptima de trabajo 1:200, obtenida
por cuadrado de ajedrez, sobre una microplaca

7.5.1 Titulacion del conjugado

La titulacién se hizo en dos partes, la primera con células de AL hwvopneumoniae y la

segunda en cortes de tejido pulmonar.

En el primer caso se emple6 ¢l método de diluciones dobles doble dimensional (método de

ajedréz) en una placa de 12 carriles, como se explica acontinuacion:

- Se agregaron 100 microlitros de solucion de sensibilizacion (paquetce de células)

- A cada pozo de la columna | se agregé 100 microlitros de antigeno tween 20 y se hacen
diluciones dobles de la columna 1 ala 12

- Se dejo fijar toda la noche a 4° C

- Se retiro la anterior solucién, por golpeteo de la microplaca

- Se agrego 100 microlitros de TBSE

- Al conjugado liofilizado (100) microlitros se le agrego 2.4 mililitros de TBSE, se
depositaron 100 microlitros de lo anterior a los pozos de la fila A

- Se realizaron diluciones dobles de la fila A a la G, la H quedo como control

- Se incubé una horaa 37°C

- Se realizaron dos lavados con TBSE

- Se aplic6 100 microlitros de revelador ABTS, en cada pozo

- Se dejaron incubar 15 minutos a temperatura ambiente

- Se aplico 100 microlitros de solucién stop a cada pozo

- Se realizo la lectura en el espectrofotometro a una absorvancia de 405 nanémetros.

En el segundo caso se utilizaron cortes de pulmon obtenidos en microtomo cridstato, como
se describe en el cuadro 4.
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Cuadro 4.

CONTROLES UTILIZADOS EN LA TITULACION DE LA PRUEBA DE
INMUNOPEROXIDASA DIRECTA .

Tipo de muestra Aislamiento de M A. Reaccién

Controles negativos:

Pulmoén fetal - -
Pulmén normal - ] -
Pulmén con lesiones de N.E. sin + : -
conjugado.*

Pulmén con lesiones de N.E. sin +

DAB.**

Controles positivos: T

Pulmén con lesiones de N.E. caso + » +

clinico, positivo a IFD.

*Sélo con diaminobencidina (DAB) para establecer que no existiera reaccion inespecifica
por parte de DAB.

** S6lo con conjugado para establecer que no existiera reaccion negativa por parte del
conjugado.

7.5.2 Procesamiento de las muestras

1-De las muestras de pulmoén de cerdo con lesiones sugestivas de neumonia enzodtica, se
esterilizo la superficic externa y el area de corte con espatula al rojo vivo.

2-Se corté un trozo de pulmén de lem® aproximadamente, procurando abarcar bronquio y
bronquiolo.

3-Las muestras pulmonares fueron embebidas en un criprotector y congeladas a —70°C.

5-Se realizaron cortes de 8 micras de grosor en el microtomo criostato a -20°C.

6-Los cortes se colocaron en portaobjetos desengrasado, se secaron al aire unos segundos.

7-Se fijaron en acetona fria (-20°C) durante 10 minutos.

8-Los cortes se colocaron en metanol absoluto con 0.1% de H,O: por 20 min. a temperatura
ambiente, con la finalidad de destruir la peroxidasa endogena.

9-Se hicicron tres lavados de las laminillas con TBSE (de 5 min. cada uno, con agitacion
constante).

10-Se agregd a la mucstra el conjugado de peroxidasa, incubandose | hora. A 37°C, en
camara hiimeda.

1 1-Se realizaron lavados en condiciones semejantes a los anteriores.

12-Se coloco la solucion reveladora de DAB(*) de 30 a 45 min., dependiendo de la

reaccion colorida.
13-Se lavo con agua destilada.
14-Se observo al microscopio optico.
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(*) La solucién reveladora se preparé mediante el uso de la diaminobencidina (DAB Sigma
L) como substrato y fue considerada la siguiente relacion para su claboracién: 5 mg de
DAB por cada 10 ml de Tris HCI al 0.1M pH 7.6, afiadiendo 0.2 ml de H,0; al 3%
previamente a colocar la solucion.

7.6 PRUEBA DE INMUNOFLUORESCENCIA DIRECTA.

Para esta prueba se utilizé el conjugado de inmunofluorescencia denominado BEN-EK, el
cual ha sido elaborado en la Facultad de Estudios Superiores Cautitlan a una dilucion
de trabajo 1:16.

7.6.1 Procesamiento de las muestras

1- Se seleccioné la muestra, se esterilizo la superficie externa y el area de corte con
espatula al rojo vivo.

2- Se cort6 un trozo de pulmon de lem® aproximadamente, se procur6 abarcar bronquio y
bronquiolo.

3- Las muestras pulmonares fueron embebidas en un cnprotector y cong,eladas a-70°C.

4- Se realizaron cortes de 8 micras de grosor en el microtomo criostato a -20°C.

5- Los cortes se colocaron en portaobjetos desengrasado, se sccaron al aire unos segundos

6- Se fijaron en acetona fria (-20°C) durante 10 minutos.

7- Se colocé sobre la muestra 1 gota de conjugado de fluorescencia mas 4 gotas de PBS,
incubdandose 30 minutos a 37° C, en camara humeda.

8- Se hicieron tres lavados con PBS en agitacion constante, de 5 minutos cada uno.

9- Se secaron las muestras y observaron en microscopio de fluorescencia (C2 WL con
lampara de Mg HB200 W/A; se utiliz6 un filtro de excitacién azul, VG 12 y un filtro de
barrera 50) a 420 nm de A.

En la figura 4 se esquematiza el tipo de reaccion que se lleva a cabo en el método
inmunohisto(cito)quimico directo.

‘7.7 Analisis estadistico

-Se utilizé lix:p'rueba‘Ji'éuadradn correccion de Yates, entre IC ¢ IFD y entre IC e IPD; a

partir.de tablas de contingencia 2 X 2, para comprobar la hipétesis planteada, representando
IC en este caso a las poblaciones previamente determinadas.

7.8 Détel"minncién de sensibilidad y especificidad

A parilzf’de tablas de contingencia 2 X 2 se obtuvo la sensibilidad y la especificidad para las
pruedas de IFD e IPD.
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VII1 RESULTADOS

Después de haber hecho una seleccion, se obtuvo un total de 56 muestras de las cuales, 41
de éstas fueron positivas al aislamiento del microorganismo y 15 negativas, al igual que en
la prueba de inhibicion del crecimiento, considerando el que resultaran positivas o no al
crecimiento de Mycoplasma hyopneumoniae, y de las 15 negativas, 4 muestras fueron
positivas a Mycoplasma hyorhinis.

8.1 Cultivo y aislamiento

Se observé que el crecimiento de AMycoplasma hyopneumoniae fue bastante lento, el
cambio de pH se observo alrededor de los 5 o 6 dias postincubacion; en algunos este
cambio se dio a los 14 dias o mas .

8.2 Controles

Al realizar las pruebas de inhibicion de crecimiento y la prueba de dependencia de
esteroles, se obtuvieron resultados que demuestran que tanto las muestras control como las
cepas de referencia son confiables (cuadro 5). La identificacion positiva que se obtuvo para
la prueba de inhibicién de crecimiento, como para la dependencia de esteroles, se dio en
base a no observarse una multiplicacion del microorganismo en una zona de 3-5 mm de
diametro a partir del sitio donde se aplicé el suero.

Cuadro 5

RESULTADOS DE LOS CONTROLES PULMONARES Y CEPAS DE REFERENCIA
EN LAS PRUEBAS DE INHIBICION DE CRECIMIENTO Y DEPENDENCIA DE
ESTEROLES.

Tipo de muestra Inhibicién de crecimiento Dependencia de esteroles

Suero anti | Suero anti | Suero anti
M hvop. (M. floc. | M. hyor.

Muestras Negativo — - - - -
ulmonares Positivo + + - - +
Cepas de M .hyop. + - .- +
referencia M floc. - + - +
M, hvor, - - +
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En el cuadro 6, se observa la relacion de los resultados positivos y negativos entre las
pruebas de aislamiento, inhibicién de crecimiento, inmunoperoxidasa directa, ¢
inmunoflorescencia directa.

En el cuadro 7, se muestran los resultados de las pruebas realizadas en las muestras
pulmonares.

Donde, en aislamiento e inhibicién de crecimiento, se obtuvo un porcentaje de 73.21% de
positivos (41/56); 26.78% de negativos (15/56), en inmunoperoxidasa directa un 75% de
resultados positivos (42/56) y 25% de negativos (14/56). En inmunoflorescencia directa se
obtuvo 67.86% de positivos (38/56); 32.14% negativos (18/56).

El cuadro 8 muestra un resumen comparativo de las pruebas realizadas; donde 38
resultados fueron positivos y 14 negativos, en las pruebas de aislamiento, inhibicién de
crecimiento, inmunoperoxidasa directa, e inmunoflorescencia directa, 4 muestras no
coincidieron en algun resultado. Dando un subtotal de 52 muestras, que coincidieron en los
resultados de las cuatro pruebas, de un total de 56 muestras analizadas.

8.3 Inmunofluorescencia directa

En esta prueba 38 muestras fucron posivas y 18 negativas; se observé la localizacion del
micoplasma a nivel del epitelio mucociliar bronquial, de color amarillo limén. Ver figura
6.

8.4 Inmunoperoxidasa directa

8.4.1 Titulacion del conjugado

Se determiné que la concentracion de proteina fué¢ 88.75 microgramos por ml, una dilucion
de 1: 1536 y la cantidad minima de antigeno detectada fué de 21.7 ng/ml.

Asi mismo se determiné que la dilucién recomendada para identificacion de colonias fue de
1: 400y 1: 200 en tejido.

En esta prueba, se obtuvo un total de 42 resultados positivos y 14 resultados negativos; se
observa la localizacién del micoplasma a nivel del epitelio mucociliar bronquial,
(corpusculos de color café-rojizo). Ver figura 8y 9.




Cuadro 6

41

RELACION DE RESULTADOS POSITIVOS Y NEGATIVOS ENTRE LAS PRUEBAS
(Aislam.),
INMUNOFLUORESCENCIA DIRECTA (IFD) E INMUNOPEROXIDASA DIRECTA
(IPD), DE LAS 56 MUESTRAS ANALIZADAS.

DE  AISLAMIENTO

INHIBICION DE CRECIMIENTO

(Ic),

No. Aislam. | IC. IFD. IPD. No. Aislam, [IC. IFD. IPD.
1 + + + + 29 + + + +
2 + + + + 30 + + + +
3 - - - - 31 + + + +
4 - - - - 32 + + - +
5 + + + + 33 + + + +
6 + + + + 34 + + + +
7 - - - - 35 + + + +
8 - - - - 36 + + + +
9 + + - + 37 + + + +
10 + + + + 38 + + + +
11 - - - 39 + + + +
12 - - - - 40 + + ¥ +
13 - - - + 41 - - - -
14 + + + + 42 -+ + + +
15 + + + + 43 + + + +
16 + + + + 44* - - - -
17 + + + + 45 + + + +
18 + + + + 46 + + + +
19 + + + + 47 + + + +
20 - - - - 48 + + + +
21 - - - - 49 + + + +
22 + + + + 50 + + + +
23 + + + + 51 + + + +
24 + + + -+ 52%» - - - -
25 - - - - 53%% - - -
26 + + + + 54%* - - - -
27 + + + + 55 + + + T
28 + + - - 56 + + + +

*Muestra de campo con Mycoplasma hyorhinis.
** Muestras de pulmones infectados con AL, hyorhinis experimentalmente.
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Cuadro 7

RESULTADOS DE LAS PRUEBAS DE AISLAMIENTO, INHIBICION DE
CRECIMIENTO, INMUNOFLUORESCENCIA DIRECTA E INMUNOPEROXIDASA
DIRECTA DE LAS 56 MUESTRAS PROBLEMA.

Pruebas: Numero de muestras: Porcentaje:

positivas _| Nepativas | Total | positivas | Negativas | Total
Aislamiento 41 15 56 73.21% 26.79% 100%
Inhibicion de 41 15 56 73.21% 26.79% 100%
crecimiento
Inmunofluorescencia 38 18 56 67.86% 32.14% 100%
directa
Inmunoperoxidasa 42 14 56 75% 25% 100%
directa
Cuadro 8

RESULTADOS DE LAS PRUEBAS DE AISLAMIENTO (Aislam.), INHIBICION DE

CRECIMIENTO = (IC),

INMUNOFLUORESCENCIA

DIRECTA

(IFD) E

INMUNOPEROXIDASA DIRECTA (IPD), DE LAS 56 MUESTRAS ANALIZADAS;

RESUMEN COMPARATIVO.

Aislam,,IC, Aislam,IC., |Aislam., IC.|IFD., IPD.
IFD.,IPD. IPD. IFD.
No. de muestras Positivas 38 2 ) 0
No. de muestras Negativas 14 0 ] 1
Subtotal 52 2 1 1

*Considerando los subtotales nos da un resultado total de 56 muestras procesadas




Figura 5. Prucba de inmunofluorescencia directa, Control negativo
Pulmén de cerdo, corte de 8y de grosor (40x).

Figura 6. Prucba de i fluor ia directa. R idn positiva a la prueba.
Pulmén de cerdo, corte de 8 de grosor. Se observan particulas fluorescentes
(mi lonias de Mycopl h iae) sobre la superficie del epitelio

ayop
bronquial (40x).

TESIS CON
FALLA DE ORIGEN

a3




[PRPRRUUR——EE

44

Figura 7. Prueba de inmunoperoxidasa dirccta. Reaccion negativa a la prueba.
Pulmdn de cerdo, corte de 8p de grosor (10x).

o .
Figura 8. Prucba de mmunoperoxxdasn directa. Reaccién posmvn a la prueba.
l’ulmén de ccrdo. corte de 8u de grosor. Se observan microcolonias de

M) hyot i sobre la superficic epitelial bronquial
(coloracnén café-rojizo) (10x).

£ 2 o d
Figura 9. Prueba de inmunoperoxidasa directa. Reaccion positiva a 1a prueba.
Pulmén de cerdo, corte de 8u de grosor. Se observan corpisculos color
café rojizo sobre la superficie del epitelio bronquial (40x).
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8.5 Analisis estadistico

Con 1 gl. y un nivel de confianza de 0.99. Ji t= 6.635

En IFD sc obtuvo en Ji c= 39,1225

En IPD se obtuvo para Ji c=47.38

Como Ji c> Ji t, se acepta la hipotesis, los resultados son similares para las pruebas.

8.6 Scnsibilidad y especificidad de las pruebas

La sensibilidad y especificidad de las pruebas de IFD e IPD como se muestran en los
cuadros 8 y 9 fue 92.68 %, 100 % 100 % y 93.33 %, respectivamente.




Cuadro 9

. Arreglo de las frecuencias observadas, en una tabla de contingencia 2 X 2
; para determinar la sensibilidad y la especificidad de la prueba de IPD :

Enfermedad presente Enfermedad ausente
Positivos verdaderos (a) 41 Positivos falsos (b) 1
Negativos falsos  (¢) 0 Negativos verdaderos (d) 14
Sensibilidad =0 % Indice de negativos falsos =4.76 %
Especificidad =93.33 % Indice de positivos falsos =0 %

Validez = 98.21%

Valor predictivo positivo = 100 %

Valor predictivo negativo = 87.5 %
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Cuadro 10

Arreglo de las frecuencias observadas, en una tabla de contingencia 2 X 2
para determinar la sensibilidad y la especificidad de la prueba de IFD :

Enfermedad presente

Enfermedad ausente

Positivos verdaderos (a) 38

Positivos falsos (b) 0

Negativés’falso; - (c) 3

Negativos verdaderos (d) 15

Sensibilidad = 92.68 %
Especificidad = 100 %
Validez = 94.64%

Valor predictivo positivo = 100 %

Valor predictivo negativo = 83.33 %

Indice de negativos falsos = 7.31 %

Indice de positivos falsos =0 %

e e
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IX DISCUSION

En el pais, el diagnéstico de la neumonia enzodtica porcina es muy escaso, el aislamiento
no cxistc cn forma rutinaria, la prucba ELISA cs la mis cmpleada; en otras enfermedades
se requiere {a confirmacion de la presencia del antigeno mediante el aislamiento y la prueba
de inmunofluorescencia; ain cuando la prueba de inmunofluorescencia es utilizada como
prueba confirmatoria a nivel mundial, su uso no es rutinario; con la finalidad de subsanar lo
anterior; en el presente trabajo, se pretende utilizar como pruebas confirmatorias el
aislamiento del agente, la inhibicion del crecimiento del microorganismo y el desarrollo de
la prueba de inmunofluorescencia directa, para la evaluacién de la prueba de
inmunoperoxidasa directa, teniendo como antecedente la aplicacion de prueba para
identificar cultivos de Mycoplasma hyopneumoniae. (66)

El diagndstico primario de la enfermedad esta dado por la evidencia posmortem de
infeccion, por ejemplo en presencia de lesiones macroscopicas y microscopicas tipicas, en
la visualizacion de Mycoplasma hyopneumoniae en tincion fluorescente de secciones
pulmonares y/o en recuperacion de cultivos de M. hyopneumoniae de tejido pulmonar. (4,
25)

Se pretendié utilizar como pruebas confirmatorias inmunofluorescencia directa e
inmunoperoxidasa directa comparandolas con inhibicion de crecimiento y aislamiento, al
hallazgo de lesiones caracteristicas macro y microscopicas o sugestivas en la identificacion
de M. Hyopneumoniae, a través de IFD y el aislamiento.

La seleccion de las muestras se hizo con base a la ubicacién, coloracion, estado de
conservacion del drea de pulmon afectada, lo que permitié descartar las muestras en donde
el estado de conservacion de los tejidos, no fue el adecuado; sc sugiere el uso de una
solucién, el polietilenglicol como crioprotector, ¢l cual tiene como finalidad proteger el
epitelio bronquiolar, manteniendo la integridad de los cilios, lugar donde colonizan los
micoplasmas.

Asi mismo, se pretendio el aislamiento y la identificacion de Mvcoplasma hyopneumoniae
considerando las dificuliades en el cultivo del microorganismo, lento crecimiento del
agente ya sea por la ausencia de algunos constituyentes en el medio, o la contaminacion con
otros microorganismos; al no observarse crecimiento del microorganismo de interés
algunas de las muestras procesadas originalmente, se descartaron después de varios pases y
de intentar su purificacion mediante el filtrado; lo que repercutio en la interpretacion de las
muestras problema al someterlas a las prucbas de caracterizaciéon bioquimica, lo que
coincide con Sahu, donde, de los micoplasmas aislados en base a sus caracteristicas
culturales, morfologia en tincion y cambios bioquimicos no se distinguieron de
Mycoplasma hyopneumoniae, por lo que sc recomienda la identificacion de los agentes
serologicamente, mediante el uso de antisueros de referencia. (4, 61)

Respecto a los resultados que arrojaron las muestras procesadas, se constituyeron dos
grupos de animales, con la finalidad de hacer la interpretacion de los resultados para la
determinacion de la sensibilidad y la especificidad de las pruebas de IFDelIPD: los
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animales enfermos o infectados y los sanos; en el primer grupo se consideré la
manifestacion de los signos clinicos de la enfermedad, la presencia de lesiones
caracteristicas y por ultimo el aislamiento del Mycoplasma hyopneumoniae, positivo a la
prucba de inhibicion dc crecimicnto, asegurando dec csta forma la presencia de
la enfermedad y disminuyendo la probabilidad de que un falso negativo se presentara. En el
segundo grupo se consideraron aquelios animales que ain tenicndo signos clinicos de la
enfermedad, en las muestra pulmonares no se observd lesion alguna, o aquellas muestras
pulmonares de las que no se aislo el microorganismo en cuestion o fué negativo a la prueba
de inhibicion de crecimiento.

El suero utilizado en la prueba de IPD fue evaluado ante las tres cepas de referencia
mediante la prueba de IC, dando como resultado la identificacion sélo de M.
hyopneumoniae 194 con un diametro de 5 mm, no presentando reaccion cruzada con las
otras dos cepas, considerando de esta forma que el antisuero fué especifico al M
hyopneumoniae, disminuyendo la probabilidad de que se presentaran reacciones cruzadas.

Cuanto mayor sea la pureza de los anticuerpos mejores seran los indices de especificidad y
se evitaria la presencia de falsos positivos, lo que nos indica que se requiere evaluar la
purificacion de los anticuerpos. (48)

En la prueba de IPD se dio la presencia de un resultado falso positivo, en este caso se tratd
de una muestra de pulmonar provenicnte de un cerdo con los signos clinicos de la
enfermedad y con lesion pulmonar, al aislamiento y a la prueba de IFD resulté negativa,
probablemente el micoplasma se encontraba presente en pequefias cantidades como para
poder ser aislado, o que se haya perdido en el proceso de la técnica de
inmunofluorescencia. (4)

Comparaciones sobre la eficiencia de la inmunofluorescencia indirecta y examen de cultivo
como método de diagndstico de neumonia enzoética revelan que ninguna prueba por si sola
es confiable en el caso de los resultados negativos. (4, 25, 40, 42)

En la presente investigacion los resultados de la evaluacion de las pruebas de IPD e IFD
con 100% y 92.68%; 93.33% y 100% de sensibilidad y especificidad respectivamente nos
indican que ambas son elevadas.

Sc menciona que la sensibilidad de la prucba de inmunoperoxidasa en la dcteccion de
Mycoplasma hyopneumoniae en pulmones de cerdo es mayor que los métodos de
inmunofluorescencia. Asi mismo, el método de inmunoperoxidasa posee la misma
especificidad que el de inmunofluorescencia para el marcado de anticuerpos especificos de
diversos origenes. (68)

En un estudio comparativo de cuatro diferentes métodos para la demostracion de
Mycoplasma hyopneumoniae en pulmones de cerdos inocuados experimentaimente; al
determinar sensibilidad y especificidad, obtuvo una mejor sensibilidad en casos cronicos
con el cultivo, comparando con los métodos de inmunofluorescencia, ELISA, PCR.
Asimismo se observo una alta especificidad en los cuatro métodos. (68)
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En un estudio comparativo de diferentes pruebas para el diagnéstico de laringotraqueitis
infecciosa los porcentajes  de sensibilidad para la prueba de inmunoperoxidasa,
inmnunofluorescencia indirecta, histopatologia, reaccion en cadena de la polimerasa y la
hibridacién, fueron det 100%, 93%, 7%, 27%, 0%, respectivamente. Los porcentajes de
especificidad para las mismas pruebas fueron del 93%,

93%, 100%, 100% y 100% respectivamente; lo que nos demuestra que tanto la prueba de
inmunoperoxidasa como la inmnunofluorescencia indirecta fueron igualmente especificas,
pero la primera fue mas sensible que la segunda. Basados en estos resultados, la
inmunoperoxidasa fue mejor que las otras pruebas. (1)

En general, los métodos de inmunofluorescencia e inmunoperoxidasa para la deteccion de
antigeno de micoplasma en tejidos trabajan bien en animales que estin altamente
infectados. No obstante, esos métodos generalmente requicren un procesamiento especial
del tejido y personal experimentado para la interpretacion de los resultados. (46)

Los altos porcentajes de sensibilidad y especificidad observados nos indican que cualquiera
de las dos técnicas (IFD e IPD) pueden utilizarse en forma individual o complementaria en
sustitucion de aislamiento e inhibicién de crecimiento.
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X CONCLUSION

Considerando la alta sensibilidad y especificidad de las prucbas de IFD ¢ IPD, y la
dificultad del aislamiento del microorganismo por sus caracteristicas, se recomienda utilizar
las pruebas en forma individual o complementaria en sustitucion de aislamiento e
inhibicion de crecimiento

El desarroilo de la prueba de inmunoperoxidasa directa es relativamente rapida y su lectura
es simple. Puede ser util en la localizacion de AMycoplasma hyopneumoniae en el pulmén,
pudiendo ser una alternativa de la prueba de inmunofluorescencia.

A diferencia de ésta el producto final de la reaccion de la peroxidasa y la diaminobencidina
es mds estable y puede ser visible con el uso de un microscopio optico; lo que la hace mas
ventajosa que la prueba de inmunofluorescencia directa.

De estandarizarse la prueba, facilitaria el diagnéstico al evitar el uso del costoso equipo del
microscopio de luz ultravioleta empleado en la prucba de inmunofluorescencia.

Por lo que la prueba de inmunoperoxidasa vicne a scr una alternativa diagnostica en nuestro
pais donde se carece del diagndstico de la neumonia enzodtica.
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- XI ANEXOS

1.1 MEDIOS DE CULTIVO PARA MICOPLASMAS "

11.1.1 MEDIOS LIQUIDOS ' -

Infusién Cercbro Corazon* - v'5.0g'

PPLO Caldo (Difco)* 5.0g
(A) Rojo de Fenol (sol. A10.2%) 7.0ml
Agua Destilada 450.0ml

Esterilizar en autoclave a 121°C y 15 libras de presién durante 15 minutos.
Mantener a una temperatura de 45 a 50°C en bafio Maria

Posteriormente se agregan en forma aséptica los siguientes componentes:
Solucién Salina Balanceada Modificada de Hanks 304.0ml

(B) Extracto de Levadura 36.0ml
Suero de Caballo 200.0ml
Penicilina G 500 000U1

Se mezclan A y B, se distribuyen en tubos estériles (13 x 100 ml) con tapdn de baquelita,
conteniendo 3ml cada tubo.

11.1.2 MEDIOS SOLIDOS

Infusién Cerebro Corazon* 5.0g
PPLO Caldo (Difco)* 5.0¢g
(A) - Rojo de Fenol (sol. Al 0.2%) 7.0mi
Agar noble* 10.0g
Agua Destilada 450.0mi

Esterilizar en autoclave a 121°C y 15 libras de presion durante 15 minutos,
Mantener a una tempceratura de 45 a 50°C cn bafio Maria

Posteriormente se agregan en forma aséptica los siguientes componentes:
Solucion Salina Balanceada Modificada de Hanks 304.0ml

(B) Extracto de Levadura 36.0ml
Suero de Caballo 200.0ml
Penicilina G 500 000U

Se mezclan A y B, sc distribuyen en cajas petri limpias y esterilizadasa razon de 30 mi por
caja.

*Preparados a partir de medios basales comerciales:
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PPLO caldo (D:fco) :
Infusion cercbro corazén (leco)
A;_.,ar noble R B

Los medlos se n_]us an con Na OH IN aun pH de 7.6.
Cunudnd suF clente parn un Inro de medio,

113 "EXTRAC‘TO‘DE“LEVADURA

) Suspender 50 gramos de levadura fresca de panaderia en 100m! de KHZPO4 0.2 M
Calentar a 80-85%C durante 20 minutos

Clarificar por filtracién o por centrifugacion

Ajustar el pH a 7.6 con Na OH IN

Esterilizar por filtracion

Almacenar a -20° C

11.1.4 SUERO ESTERIL DE CABALLO

Se recolectd sangre mediante el corte de la vena yugular en equinos, , se espera a que se
retraiga el coagulo 24 horas, centrifugar el suero obtenido a 7 000 RPM filtrar en cartuchos
de decrecnente porosidad, posteriormente esterilizar en cartucho de 0.20 mlcras de poro,
conservarlo a=20 C Antes de su uso inactivar a 56°C durante 30 minutos, 6 60°C durante

111 'sf’SOLUCION'SALlNA BALANCEADA MODIFICADA DE HANKS

leOth:l' e el su,ulenlc orden

Solucién’ de’Slock A C
80.0g

NaCl : ,
KCL-~ 4.0g -

M;,CI;GH;O : Co0g
Agua dcsnlad : 400 Oml
_,CaClz l4g S

Agua desuladn hasta_"_' . _;SQOTOm'l,, e

o 5& R
400 Oml.
70,68
500.0mi

Soluclon de Stocl\ B
Na;HPO; 12H,0 % 5.
Agua desuluda 5
KH;PO,. .
Agua desuhda husla g
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Al momento de su uso 25ml de la solucién stock A se mezclan con agua destilada hasta
400m! después se agregan 25ml de la solucion stock B y se completa con agua destilada
hasta 500ml.

11.2  PRUEBA DE INMUNOPEROXIDASA DIRECTA

11.2.1 ACOPLAMIENTO DE LA PEROXIDASA POR MEDIO DEL PERYODATO DE
SODIO

Peroxidasa de rabano Horseradish Sigma tlpo VI (EC L1 1. 7) Lot 53H9588
Sefadex G25 fino

'11.2,2 SOLUCION TBS

NaCl 8.58
Trizma base 6.05g
EDTA - 0292

Llevar u 800 ml y checar el pH :
Si esta alcalino; aJustnr con HCl al's molar a Ph 7. 4
Si esta 4cido, a_| ustar con mzma base

Agua destllada ‘

Ajustar el pH al vnlor deseado aﬁadlendo'una solucxén de HCl 6 N (aprox: 120 ml), para
un pH 7.6 : G A )
Complewr el volumen a 100 :




ABTS.-
Aislam.-
ATCC.-
c.b.p.-
CD4+.-
CD8+.-
CMH.-
DAB.-
DNA.-
ED.T.A.-
ELISA.-
GC.-
IC.-
IFD.-
IPD.-
Ig.-

IL.-
N.E.-
ng.-

nm.-
MDa.-
M. floc.
M. hyoph.-
M. hyor.-
MIF.-
MIRD.-
NVSL.-

PBS.-
PCR.-
PPLO.-
PRRS.-
SPF.-
TBSE.-
TNF.-
UEA-1.-
Xg.-
wm.-
T

55

XII GLOSARIO

2,2’-azino-bis(3-etilbenzoitzolina-6-acido sulfénico)
Aislamiento
American Type Cells and Cultures, Células y Cultivos Tipo Americano.
Cuanto baste para
Cluster of differentiation, grupo marcador para células cooperadoras
Cluster of differentiation, grupo marcador para células citotoxicas
Complejo mayor de histocompatibilidad
Diaminobencidina
Acido desoxiribonucléico
Etilendinitrilotetracetato
Ensayo inmunologico ligado a enzima
Guanina-citocina
Inhibicion de crecimiento
Inmunofluorescencia directa
Inmunoperoxidasa directa
Inmunoglobulina
Interleucina
Neumonia enzodtica
Nanogramos
Nanoémetros
Microdalton
Mycoplasmu flocculare
Mycoplasma hyopneumoniae
Mycoplasma hyorhinis
Factor inhibidor de la migracion
Enfermedad respiratoria inducida por micoplasma
National Veterinary Services Laboratories, Laboratorios Nacionales de
Servicios Veterinarios
Amortiguador de fosfatos
Reaccion en cadena de la polimerasa
Pleuropneumonia
Sindrome disgenésico y respiratorio del cerdo
Libre de patogenos especificos
Solucion buffer trictanolamida + EDTA
Factor de necrosis tumoral
Ulex europaeus agglutinin |
Gravedades
Micrometro
Micra
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