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RESUMEN

CORONA VARGAS JOSE LUIS. Estandarizacion de las pruebas de fijacion de
complemento y aglutinacion indirecta para el diagnéstico de micoplasmosis
caprinas asociadas a problemas respiratorios en México (bajo la direccién de Dra.

Rosa Elena Miranda Morales y MVZ Esp. Myrna Alicia Vicencio Mallén)

Los problemas respiratorios causados por Mycoplasma spp. en los caprinos,
causa grandes pérdidas econOmicas debido a su rapida diseminacion y alta
mortalidad que presenta, dado que el microorganismo es exigente para su
desarrollo in vitro, las pruebas seroldgicas representan una herramienta eficaz
para establecer diagndstico de la enfermedad, razon por la cual se estandarizaron
las pruebas de fijacion de complemento (FC’) y aglutinacién indirecta (Al). A partir
de una cepa de campo identificada como miembro del grupo mycoides se elaboro
un antisuero que fue utilizado tanto en la titulaciéon del antigeno (Ag) como control
positivo en ambas pruebas. Las muestras de campo procedieron de siete estados
de la republica mexicana, de algunos de los animales se remitieron muestras para
el aislamiento del microorganismo. Los titulos de anticuerpos obtenidos en las
pruebas de FC’ y Al se relacionaron con los resultados de los aislamientos para
determinar el punto de corte, con base en éste se consideraron positivos para FC’,
titulos = a 1/16 y para Al titulos = a 1/2. La prueba de FC' mostr6 una mayor
sensibilidad (93.33 %) y especificidad (72.27 %) que la prueba de Al (sensibilidad

del 57.69 % y especificidad del 62.91 %), resultando una herramienta mas util que



Al para el diagnostico serolégico de Mycoplasma spp. del grupo mycoides,

asociados a problemas respiratorios en caprinos de México.



1.0 INTRODUCCION

1.1 Antecedentes

Los micoplasmas son microorganismos procariotes, ubicuos, comensales que
afectan a mamiferos, aves, reptiles, anfibios y peces. Aunque son
microorganismos con alta especificidad de especie animal, algunas especies de
micoplasmas que normalmente afectan a los ovinos se han reportado en los
caprinos (Pitcher et al., 2005).

En 1898 Nocard y Roux demostraron que el agente causal de la pleuroneumonia
contagiosa bovina era un microorganismo filtrable, al cuél llamaron organismo de
la pleuroneumonia (PPLO), esto representd el primer aislamiento de Mycoplasma
Spp. (Bradbury, 2005) y en el afio de 1950 se propuso el nombre de Mycoplasma, el
cual proviene del griego mykes (hongo) y plasma (forma) (Edward et al., 1956).

Hasta los afios 70's se consideraban como agentes etioldgicos de la
pleuroneumonia contagiosa caprina (PCC) a M. mycoides subsp. mycoides
colonia grande (LC) y M. mycoides subsp. capri, sin embargo, en 1976 MacOwan
y Minette establecen a M. capricolum subsp. capripneumoniae como el Unico
agente causal de la PCC (Nicholas, 2002b).

Los primeros reportes de las especies de micoplasmas consideradas patogenas
para los caprinos son: Mycoplasma capricolum subsp. capripneumoniae aislado
por MacOwan y Minette en 1976 (Rurangirwa et al., 2004); M. mycoides subsp.
mycoides LC reportado en Chad al Norte de Africa, en 1962 (Martrenchar et al., 1995);

M. mycoides subsp. capri aislado en 1951 por Longley en Nigeria (Tully et al., 1979);



M. ovipneumoniae por Carmichael et al. en 1972 en Nueva Zelanda (Alley et al.,
1999); M. agalactiae por Bridré y Donatien en 1923 (Tully et al., 1979); M. capricolum
subsp. capricolum por Cordy et al., en 1955 (DaMassa et al., 1987); M. conjunctivae y
M. arginini por Surman y Langford en 1968 y 1971 respectivamente (Tully et al.,

1979); y M. putrefaciens por Alder et al., en 1956 (Rodriguez et al., 1994).

1.2 Reportes de las micoplasmosis caprinas en México

De Aluja AS (1964) a partir de dos cabras provenientes del estado de Puebla,
describe las lesiones de pleuroneumonia contagiosa caprina causada por
Mycoplasma mycoides, la cual fue confirmada por el aislamiento del
microorganismo.

Solana et al. (1966), realizaron un estudio epizootiolégico en rebafios de 16
estados de la republica mexicana, utilizando la prueba de aglutinacion directa en
placa con antigeno (Ag) completo de M. mycoides subsp. capri, encontrando una
seroprevalencia desde 12 % (Coahulila) y hasta el 79 % (Oaxaca).

Solana et al. (1967), aislaron a Mycoplasma mycoides subsp. capri a partir de dos
brotes de neumonia que se presentaron en los estados de Oaxaca y Guerrero.
Ciprian (1977), a partir de pulmones neumaonicos de caprinos y ovinos provenientes
de cinco rastros de la Ciudad de México aislé M. arginini, M. ovipneumoniae y
cuatro especies de micoplasmas no tipificados.

En 1982 De La Pefia M. A. y Valdivieso G. A. a partir de leche de una cabra con
mastitis aislaron un micoplasma tipificado por el Dr. Erng en la Universidad de

Aarhus, Dinamarca como un miembro del grupo mycoides (Miranda, 1989).



Jaramillo et al. (1983), obtuvieron 29 aislados de micoplasmas de pulmones de
cabras de rastros del Distrito Federal (D. F.), histologicamente encontraron
neumonias proliferativas, exudativas y mixtas, asi como pulmones sin cambios
aparentes; algunas de las cepas aisladas mostraron una posible reaccion cruzada
con el serogrupo 6 de Al-Aubaidi (M. capricolum).

Otero et al. (2004), aislaron a M. conjunctivae, M. putrefaciens, M. adleri, M. cottewii
y M. yeatsii a partir de acaros provenientes de los conductos auditivos de cabras
sacrificadas en rastro.

Hernandez et al. (2006), a partir de un brote de cuadros respiratorios en Durango
aislé una cepa de Mycoplasma, la cual fue tipificada como M. mycoides subsp.
capri por medio de pruebas bioquimicas, efectuandose ademas la Reaccion en
Cadena de la Polimerasa (PCR) para confirmarlo.

Miranda en 2006, aisl6 e identifico por técnicas moleculares a M. mycoides subsp.
mycoides LC a partir de cabras con problemas respiratorios, del norte de México.
En marzo de 1999 la entonces Secretaria de Agricultura, Ganaderia y Desarrollo
Rural ahora SAGARPA, publicé en el Diario Oficial de la Federacion el “Acuerdo
mediante en el cual se enlistan las enfermedades y plagas exoticas y enzodticas
de notificacion obligatoria en los Estados Unidos Mexicanos”; clasificandolas en 4
grupos, en el Grupo 1 que corresponde a las “enfermedades exdticas que no se
encuentran en el territorio nacional y que por su rapida diseminacion e impacto
econdmico para la poblacion animal y riesgo para la salud publica son
consideradas de notificacion obligatoria a las dependencias oficiales de sanidad

animal del pais” se encuentran la pleuroneumonia contagiosa caprina causada por

1 . L. .
Comunicacioén personal Miranda Morales Rosa Elena



M. capricolum subsp. capripneumoniae y la agalactia contagiosa causada por M.
agalactiae (SAGAR, 1999). Las neumonias y mastitis causadas por otras especies
de micoplasmas (principalmente M. mycoides subsp. mycoides LC, M. mycoides
subsp. capri y M. ovipneumoniae) no estan consideradas como micoplasmosis de
reporte obligatorio.

Los micoplasmas que afectan a los animales no representan un problema de salud
publica, puesto que son altamente especificos de especie. En los humanos la
micoplasmosis causada por M. pneumoniae, M. penetrans, M. orale y M.
genitalum entre otras, estdn asociadas principalmente a pacientes

inmunosuprimidos (Rivera-Tapia et al., 2001; Cedillo et al., 2003; Pitcher et al., 2005).

1.3 Clasificacion taxonomica de los micoplasmas caprinos

Reino: Bacteria
Clase: Mollicutes
Orden: Mycoplasmatales
Familia: Mycoplasmataceae
Género: Mycoplasma
Especie: M. mycoides subsp. mycoides LC, M. mycoides subsp. capri,
M. capricolum subsp. capripneumoniae, M. ovipneumoniae, M.
agalactiae, M. capricolum subsp. capricolum, M. conjunctivae,
M. putrefaciens, M. arginini.
Para el género Mycoplasma la “List of Prokaryotic names with Standing in

Nomenclatura” (LPSN) reconoce 122 especies (LPSN, 2005), siendo



aproximadamente 85 las que afectan al hombre y a los animales (Whitford et al.,

1994).

1.4 Caracteristicas generales

La principal caracteristica de los micoplasmas es que no poseen pared celular, por
lo que no son afectados por los antibidticos B-lactamicos y son sensibles a los
detergentes (Rottem, 2003). Estan constituidos de una membrana trilaminar
compuesta por proteinas, glucoproteinas, glicolipidos, fosfolipidos y esteroles que
le proveen la estabilidad osmatica (wight et al., 1999). Miden de 125 — 250 nm (Brooks
et al., 2002), son pleomorficos, es decir, varian de forma, por lo que pueden ser
esféricos u ovoides y tienden a formar filamentos delgados ramificados
multinucleados, debido a que la fisién binaria del citoesqueleto se puede retrasar
con la replicacion del genoma (Razin et al., 1998). Generalmente son inmoviles, pero
algunas especies muestran un movimiento de deslizamiento; son
guimioorganotrofos, utilizan a los azucares y/o a la arginina como fuente de
energia (Holt et al., 1994).

Los micoplasmas pueden tefiirse como bacterias Gram negativas, debido a que
tienen poca afinidad hacia esta tincion, se recomiendan la de Gimenez y Giemsa
para tefiir a las bacterias (Brooks et al., 2002); las colonias de micoplasmas se tifien
con los métodos de Giemsa, Castafieda, Dienes y azul de metileno (wight et al,
1999).

Los micoplasmas poseen un genoma de 600 a 1350 pares de kilobases (pkb), lo

que equivale a ~5.0 — 9.0 X 10°® daltons. Su proporcién de Guanina-Citosina (G-C)



en el ADN es de 23 — 40 % mol (whitford et al., 1994). En el analisis de secuencia de
aminoacidos de la subunidad 16S del ARN ribosomal (ARNr), se observa que los
micoplasmas estan relacionados con el género Clostridium, por lo que se cree que
evolucionaron a partir de éste (wight et al., 1999). Una caracteristica del género
Mycoplasma es que inicia la sintesis de proteinas con el codén UGA que codifica
al triptofano (aminoacido de inicio), mientras que para otros géneros bacterianos
este mismo codon esta considerado como codon de sefial de término para la
sintesis de proteinas (Holt et al., 1994).

En 1987 Cottew et al., demostraron que algunas especies de micoplasmas estan
relacionadas filogenéticamente entre si, siendo clasificadas dentro del mismo
grupo por sus caracteristicas, un ejemplo de esto es el “grupo mycoides”, esta
relacion la probaron con pruebas bioquimicas convencionales, reacciones
inmunoldgicas, hibridacion del ADN, andlisis de la secuencia de genes de la
subunidad 16S del ARNr mediante la técnica de PCR (Thiaucourt et al., 2000; Nicholas,
2002a), debido a esto, la identificacidn de estas especies se dificulta ya que no
pueden ser diferenciados bioquimicamente, ademas de presentar reaccion
cruzada con antisueros policlonales dirigidos contra los diferentes miembros del
grupo (Taylor et al., 1992), ya que algunas de las proteinas inmunodominantes son
compartidas por los miembros del grupo mycoides, por ejemplo la proteina hsp60
y la lipoproteina p62 (March et al., 2002). Las especies que conforman el “grupo
mycoides” son: M. mycoides subsp. mycoides LC, M. mycoides subsp. mycoides
colonia pequefia (SC), M. mycoides subsp. capri, M. capricolum subsp.
capripneumoniae, M. capricolum subsp. capricolum y Mycoplasma spp. serogrupo

7 bovino (Bolske et al., 1996); recientemente M. putrefaciens también ha sido



clasificada dentro del grupo mycoides por su estudio del ARN 16S (Peyraud et al.,

2003).

1.5 Caracteristicas de cultivo

Los micoplasmas son los procariotes mas pequefios capaces de reproducirse en
vida libre a diferencia de los virus, chlamydias y rickettsias que estan obligados a
parasitar a una célula del huésped para su replicacion (Bradbury, 2005).

Para su desarrollo in vitro los micoplasmas requieren de esteroles que son
proporcionados al adicionar suero tanto a los medios de cultivo liquidos como a los
sélidos (Holt et al., 1994); en ambos casos se utiliza una base de peptona con
infusion de corazon, enriquecida con glucosa, extracto de levadura y con un pH de
7.5 (Brooks et al., 2002; Martrenchar et al., 1995). El tiempo de incubacién varia de 3
hasta 30 dias en condiciones de microaerobiosis (5 % COy) a 37 °C (Wight et al.,
1999). En el medio liquido el desarrollo de los micoplasmas se hace evidente por la
presencia de turbidez y acidificacion del medio que es detectada por el indicador
de pH, rojo de fenol (whitford et al., 1994). En los medios solidos las colonias son muy
pequefas (generalmente menores a 1 mm de diametro), caracterizandose por que
el centro de la colonia tiende a introducirse en el agar, dandoles la apariencia

tipica de “huevo frito” (Holt et al., 1994).

1.6 Factores de virulencia

Los micoplasmas tienen predilecciébn por las mucosas respiratorias, oculares y

genitales. Generalmente establecen una infeccion superficial persistente; cuando



se presenta la diseminacion sistémica se afectan las membranas serosas de la
cavidad toracica, abdominal y articular, manifestandose la enfermedad clinica,
aguda o cronica y en algunas ocasiones se puede presentar un periodo de
latencia (Biberstein et al., 1990).

La adherencia es el primer paso en la patogénesis de los micoplasmas, la cual se
lleva a cabo por medio de adhesinas (GapA, CrmA), la proteina integral de
membrana PvpA con funcién de hemoaglutinina, la lipoproteina pMGA (Bradbury,
2005) y la capsula que poseen algunas especies de micoplasmas (Biberstein et al,
1990), ademas de mecanismos alternos (lipidos modificados y proteinas de
membrana) para adherirse a los eritrocitos (hemoadsorcion) (Razin et al., 1998).

Los micoplasmas producen potentes toxinas que ocasionan alteraciones en la
integridad de las células del huésped, asi como perdxidos, superéxidos, enzimas
hidroliticas como fosfolipasas, ureasas, proteasas, hemolisinas y nucleasas (Razin
et al., 1998), asi mismo, los micoplasmas compiten por aminoacidos, acidos grasos,
cofactores y vitaminas, alterando la integridad y funcionamiento de las células del

huésped (Rottem, 2003).

1.7 Respuesta inmune contra los micoplasmas

Los micoplasmas poseen potentes inmumoduladores como el lipopéptido
activador de macrofagos (MALP), los cuales tienen la capacidad de activar
monocitos, macroéfagos, linfocitos T y B, lo que induce la liberacion de citocinas
proinflamatorias como el factor de necrosis tumoral-a, interleucina (IL)-1, IL-6, IL-8,

IL-10 e IL-13 asi como la expresion de las moléculas del complejo mayor de
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histocompatibilidad (MHC) clase | y Il. Ademas incrementa la citotoxicidad de
macroéfagos, células NK, linfocitos T y activa la cascada del complemento (C’)
tanto por la via clasica como por la alterna (Rottem, 2003; Bradbury, 2005; Pitcher et al.,
2005; Niag et al., 1997).

Durante la interaccion de los micoplasmas con las células del sistema inmune, se
ha observado que al inducir la produccién de IL-10 e IL-13 estimulan la produccién
de 1gG1 e IgE por parte de los linfocitos B; inhiben tanto las funciones de los
macréfagos en la produccion de citocinas proinflamatorias como la proliferacion de
células T y producen un desbalance entre los linfocitos Thl y Th2 (Razin et al., 1998).
Los micoplasmas tienen la habilidad para presentar cambios en el fenotipo,
resultando en una variabilidad antigénica de algunos componentes de la
membrana, ademas comparten epitopos con las células del huésped, dando como
resultado la evasion de la respuesta inmune y/o induccién en la produccién de
auto-anticuerpos por la activacion de linfocitos T y B autoreactivos (Bradbury, 2005;

Rottem, 2003; Razin et al., 1998).

1.8 Enfermedades causadas por Mycoplasma spp., en los
caprinos

Los caprinos son afectados por nueve especies del género Mycoplasma de las
cuales, cuatro estan involucradas en enfermedades respiratorias: M. mycoides
subsp. mycoides LC, M. mycoides subsp. capri, M. ovipneumoniae y M.

capricolum subsp. capripneumoniae. Las otras cinco especies: M. agalactiae, M.

putrefaciens, M. capricolum subsp. capricolum, M. conjunctivae y M. arginini son
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causantes de cuadros de mastitis, artritis y queratoconjuntivitis. Algunas especies
pueden ocasionar tanto neumonias como mastitis, tal es el caso de: M. mycoides
subsp. mycoides LC, M. mycoides subsp. capri y M. capricolum subsp. capricolum
(Bergonier et al., 1997; Nicholas, 2002a).

El periodo de incubacion de la micoplasmosis respiratoria es de aproximadamente
10 dias, pero puede variar de 2 a 28 dias, afectando cabras de todas las edades y
de ambos sexos. En las nheumonias asociadas a infecciones por micoplasmas, las
cabras clinicamente pueden presentar postracién, pirexia, anorexia, atonia
ruminal, disnea, dolor constante con episodios de tos, por lo que adoptan una
posicién con los miembros en abduccion y el cuello estirado, salivacion y descarga
nasal mucopurulenta, en los estadios finales, las cabras son incapaces de
moverse y le sigue una muerte rapida asociada a la insuficiencia respiratoria; en
las formas subagudas y crénicas, los signos son moderados con tos que soélo se
observa después de que los animales hacen ejercicio (Nicholas, 2002b). Los altos
indices de morbilidad causados por micoplasmas son favorecidos debido a que
presentan varias vias de transmision, siendo las mas comunes los aerosoles, el
calostro y la leche de animales infectados (Pugh, 2002).

M. capricolum subsp. capripneumoniae, es el agente etiolégico de la
pleuroneumonia contagiosa caprina (exética en México), esta enfermedad
representa una de las mayores pérdidas econémicas en Africa y Asia debido a la
rapida diseminacion que presenta (Bélske et al., 1996), por lo que esta considerada
dentro de la Lista de enfermedades de la Oficina Internacional de Epizootias (OIE)
(OIE, 2007). La PCC alcanza una mortalidad del 60 % al 80 %, con una morbilidad

del 80 % al 100 % (Rurangirwa et al., 2004), por lo que es necesario un control rapido
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de la enfermedad que involucre tratamiento adecuado sobre todo en etapas
tempranas del brote. A la necropsia todos los I6bulos pulmonares estan
aumentados de tamario, son firmes al tacto, lo cual puede observarse unilateral o
bilateralmente; en la cavidad toracica se encuentra abundante liquido amarillento.
Generalmente se presenta una pleuritis fibrinosa que se extiende por toda la
superficie pulmonar, ocasionalmente se puede observar pericarditis (Pugh, 2002).
Esporadicamente se ha observado que puede producir mastitis y poliartritis (Jones
et al., 1988).

M. mycoides subsp. mycoides LC y M. mycoides subsp. capri generalmente
presentan brotes muy similares de enfermedades respiratorias en caprinos,
pueden llegar a ocasionar una morbilidad del 100 % y una mortalidad del 50 %. Es
comun que M. mycoides subsp. mycoides LC produzca una septicemia que
termine en poliartritis y mastitis, mientras que M. mycoides subsp. capri se
restringe a la cavidad toracica y puede o0 no ocasionar septicemia seguida de
muerte (Martrenchar et al., 1995; Nicholas, 2002b; Rurangirwa et al., 2004). Las cabras
adultas tipicamente presentan pleuroneumonia, mastitis y poliartritis, mientras que
los signos comunes en los cabritos son la septicemia, meningitis y artritis. A la
necropsia se observa pleuroneumonia, neumonia intersticial, consolidacion
unilateral, adherencias pleurales, pleuritis, acumulacion de liquido pleural que
puede volverse gelatinoso cubriendo al pulmén, estas lesiones se observan
principalmente en los Iébulos apical, cardiaco y diafragmatico (Pugh, 2002; Nicholas,
2002b).

M. ovipneumoniae se considera el agente primario de la neumonia enzodtica,

también conocida como “neumonia crénica no progresiva” y “neumonia atipica”,
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afecta principalmente a los ovinos, no obstante también se ha reportado en las
cabras. En las infecciones por M. ovipneumoniae en los caprinos, se ha observado
la asociacion de agentes patdégenos secundarios como Mannheimia haemolytica,
Pasteurella multocida, infecciones virales como Parainfluenza 3, Adenovirus y/o
Reovirus (Jones et al., 1988). A la necropsia se observa pleuresia fibrinopurulenta,
pericarditis con liquido amarillento en el saco pericardico, pulmones consolidados
particularmente la porcion craneoventral de los lI6bulos y puede extenderse hasta
un 70 % o mas de la superficie pulmonar. La enfermedad presenta una alta
morbilidad y una mortalidad del 20 %. (Nicholas, 2002a; Jones et al., 1988).

En los caprinos, otras especies de micoplasmas como M. agalactiae, M.
capricolum subsp. capricolum, M. conjunctivae, M. putrefaciens y M. arginini, estan
involucradas en cuadros de mastitis, artritis, queratoconjuntivitis, septicemia y
ocasionalmente abortos (Assuncéo et al., 2004; Giacometti et al., 1998; Peyraud et al., 2003;

Cho et al., 1975).

1.9 Diagnaostico

Debido a los altos indices de morbilidad (hasta del 100 %) y mortalidad (hasta del
80 %) que se presentan por las heumonias causadas por los micoplasmas, es de
gran importancia realizar un diagnéstico eficaz y rapido, para establecer un
tratamiento y las medidas sanitarias necesarias para evitar que la enfermedad se
disemine tanto dentro del rebafio como fuera de éste (Rurangirwa et al., 2004).

El diagnostico se basa principalmente en los signos clinicos y lesiones a la

necropsia, sin embargo, es muy importante confirmarlo con pruebas de laboratorio
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como las bacteriolégicas y serolégicas. El diagndstico bacterioldgico tiene como
finalidad el aislamiento e identificacion del microorganismo, por lo que se debe
tener cuidado con el tipo de muestra que se toma y envia. En el caso de afeccion
del aparato respiratorio las muestras indicadas son pulmoén, liquido pleural y/o
secreciones nasales, las cuales deben tomarse asépticamente, posteriormente la
muestra debe enviarse al laboratorio en congelacién o en medio de cultivo Hayflick
en refrigeracion a 4 — 8 °C (Nicholas, 2002b).

Para la identificacion del género se utilizan pruebas como la reversion de formas
L, morfologia de la colonia y requerimientos de esterol. La determinacion de las
especies se realiza con pruebas bioquimicas como la utilizacion de la glucosa y
manosa; hidrolisis de la arginina, urea y gelatina; actividad de la fosfatasa,
produccion de peliculas y manchas, produccién del tetrazolio en aerobiosis y
anaerobiosis; digestion del suero coagulado y la caseina; asi como la
hemoadsorcién, todas estas pruebas bioguimicas no permiten diferenciar las
especies del grupo mycoides, por lo que es necesaria la serotipificacion mediante
pruebas como inhibicibn del crecimiento y del metabolismo, la
inmunofluorescencia directa e indirecta, la inmunodifusion doble y electroforesis
bidimensional (Whitford et al., 1994; Holt et al., 1994; Ayling et al., 2004). La técnica de la
PCR que es sensible y especifica, ayuda a la tipificacion de las especies de
micoplasmas, por lo que es util para la identificacién de las especies del grupo
mycoides (Bolske et al., 1996).

El diagndstico seroldgico se basa en la deteccion de anticuerpos (Ac’s) especificos
presentes en el suero, los cuales reconocen a un Ag formando una reaccion

antigeno anticuerpo (R-Ag-Ac). Los niveles de Ac’s permiten determinar evaluar la
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exposicion al antigeno en una poblacion. Para poder obtener un resultado
confiable es importante el buen manejo de la muestra tanto en el momento del
sangrado como en su envio al laboratorio, ya que una muestra hemolizada o
contaminada puede alterar el resultado de la prueba. Las pruebas seroldgicas se
dividen en tres categorias: 1) Pruebas de unién primaria, miden directamente la R-
Ag-Ac por medio de radiois6topos, colorantes fluorescentes o marcadores
enzimaticos, ejemplo de estas es el ensayo inmunoenzimatico (ELISA) y el
radioinmunoanalisis (RIA); 2) Pruebas de unién secundaria, en las cuales la R-Ag-
Ac va seguida de una segunda reaccion como precipitacion, aglutinacion o lisis
celular, dentro de estas se encuentra inmunodifusion doble (IDD), aglutinacion
directa e indirecta y fijacion de complemento (FC’); 3) Pruebas de union terciaria
miden directamente el efecto protector de los anticuerpos en un sistema vivo como
en el caso de las pruebas de neutralizacién (Tizard, 1998). Para el diagnéstico de
micoplasmosis las pruebas utilizadas son fijacion de complemento, aglutinacién
indirecta (Al) y el ensayo inmuno enzimético competitivo e indirecto. Dentro de las
ventajas que presentan estas pruebas seroldgicas se encuentra la de ser rapidas,
pues permiten conocer el resultado en un dia, ademas de no requerir una
infraestructura costosa (March et al., 2000).

La OIE establece la prueba de FC' como prueba oficial para el diagnéstico de la
pleuroneumonia contagiosa caprina (OIE, 2007). Esta prueba es la mas utilizada
para la deteccibn de Ac’'s contra Mycoplasma spp. en caso de afecciones
respiratorias en los pequefios rumiantes, ya que permite detectar infecciones en
fase aguda de la enfermedad con pocas reacciones falsas positivas (Jones, 1990).

Asi mismo, puede detectar inmunoglobulinas (Ig) del isotipo IgG en suero a
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concentraciones muy bajas (0.01-0.1 pg/ml) (Muthomi et al., 1983), desde el dia 20 +
4 hasta por 4 meses post-infeccion experimental (Paling et al., 1978; March et al., 2000;
Rurangirwa et al., 1987).

La prueba de FC’ se basa en la activacion del complemento por la via clasica,
para ello se puede utilizar como Ag tanto células completas de micoplasmas,
como sometidas a sonicacion o congelaciones y descongelaciones simultdneas
(Muthomi et al., 1983; March et al., 2000; Jones, 1990).

La prueba de Al se basa en la unién de un Ag a particulas inertes como glébulos
rojos (GR) o latex, siendo las mejores particulas transportadoras los GR (Tizard,
1998). La Al no esta considerada por la OIE como prueba oficial, sin embargo es
utilizada principalmente en Africa para la deteccién de Ac’s contra Mycoplasma
spp. ya que ha mostrado una mayor sensibilidad (Nicholas, 2002b; March et al., 2000;
Rurangirwa et al., 1987). La prueba tiene la capacidad de detectar 0.005 ug/ml de Ac,
de los isotipos IgM e IgG (Muthomi et al.,, 1983). Se ha observado que en cabras
inoculadas experimentalmente por via endotraqueal, se han detectado Ac a partir
del dia 8 — 12 post-infeccidn (Cho et al., 1975). Para la prueba, el Ag puede adherirse
a GR de ovino para detectar Ac’s en suero o bien puede fijarse a particulas de
latex en cuyo caso se detectan Ac’'s ya sea en suero 0 en sangre completa.
(Rurangirwa et al., 1987; Muthomi et al., 1983; Jones, 1990).

La prueba de ELISA (no ésta considerada por la OIE como prueba oficial) se ha
utilizado para el diagnostico de Mycoplasma spp. en los caprinos. Los métodos de
ELISA mas empleados son el indirecto y el competitivo con Ag sonicado (Assungéo

et al., 2004). Se ha observado que son comunes las reacciones falsas positivas
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mostrando una baja especificidad, esta desventaja se ha logrado eliminar con el
uso de un conjugado monoclonal. Con esta prueba se detectan IgG desde los dias
35 — 40 y hasta 13 meses después de la inoculacion experimental por via

subcutanea y endotraqueal (March et al., 2002; Bergonier et al., 1997).

1.10 Tratamiento

Debido a que los micoplasmas carecen de pared celular no son afectados por los
B-lactamicos y son sensibles a los antibiéticos que inhiben la sintesis de proteinas
como la oxitetraciclina (tetraciclina), tilosina (macrélido), estreptomicina
(aminoglucésido) y lincomicina (lincosamida), también se ha reportado la
susceptibilidad a la enrofloxacina (quinolona) que actta a nivel de acidos nucléicos
(Pugh, 2002; Sumano et al., 1997; Rurangirwa et al., 2004; Fox et al., 2005). El establecer un
tratamiento favorece el control de la enfermedad, sin embargo, algunos animales
pueden quedar como portadores sanos, lo que dificulta la erradicacion de la

enfermedad del rebafio (Nicholas, 2002b).

1.11 Profilaxis y control

En los paises donde la enfermedad es enzoodtica, se inmuniza a los animales
como medida profilactica. Las bacterinas mas utilizadas son las compuestas con
Ag’s de micoplasmas, sonicados y emulsificados con adyuvante incompleto de
Freund y las elaboradas con Mycoplasma inactivado y liofilizado. La inmunizacién
se puede realizar en los cabritos a partir de las 10 semanas de edad, para evitar la

interferencia con los Ac’s maternos (Nicholas, 2002b).
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En los paises o regiones donde se presentan brotes de Mycoplasma spp., se
restringe el movimiento de animales enfermos o que hayan tenido contacto con
éstos, cuando el brote ha alcanzado dimensiones de epidemia se puede recurrir al
sacrificio de los animales (Nicholas, 2002b).

Es recomendable que en los rebafios libres de micoplasmosis y en los que se
haya logrado controlar la enfermedad, se empleen medidas de control como la
restriccion de entrada de animales nuevos al rebafio con la finalidad de mantener

el control natural de la enfermedad (Rurangirwa et al., 2004).
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2.0 HIPOTESIS

La prueba de fijacion de complemento directa es mas especifica y viable de
utilizacion por los laboratorios que la prueba de aglutinacion indirecta para el
diagnéstico serolégico de micoplasmosis caprinas asociadas a problemas

respiratorios en México.

3.0 OBJETIVOS

3.1 Objetivo general

Estandarizar las pruebas de fijacion de complemento directa y aglutinacion
indirecta para el diagnéstico de las micoplasmosis caprinas asociadas a

problemas respiratorios en México.

3.2 Objetivos especificos

3.2.1 Elaborar antigeno de Mycoplasma spp.

3.2.2 Elaborar antisueros contra Mycoplasma spp.

3.2.3 Estandarizar los elementos de la prueba de fijacion de complemento
3.2.4 Estandarizar los elementos de la prueba de aglutinacion indirecta

3.2.5 Procesar muestras de campo con las pruebas de FC’ y Al

3.2.6 Determinar la sensibilidad y especificidad de las pruebas seroldgicas de

fijacion de complemento y aglutinacion indirecta
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4.0 MATERIAL Y METODOS

Para la elaboracién del antigeno se utilizé una cepa de Mycoplasma spp.},
perteneciente al cepario del Laboratorio de Micoplasmas del Departamento de
Microbiologia e Inmunologia (DMel) de la FMVZ-UNAM, la cual fue aislada de

pulmén de cabra con neumonia.

4.1 Elaboracion de antigeno concentrado de Mycoplasma spp.

En 2 ml medio liquido Hayflick (Jasper, 1981) (Apéndice 1) se sembraron 200 nul de
cultivo de 24 hrs de la cepa y se incubé? a 37 °C por 24 — 72 horas, al observar la
acidificacion del medio se sembr6 en placas de Hayflick sélido (Apéndice 1 bis),
incubandose éstas en microaerobiosis a 37 °C por 48 horas para permitir el
desarrollo de las colonias, la morfologia tipica de Mycoplasma spp. se observé con
el microscopio estereoscopico®. A partir de una colonia se elaboré el antigeno, con
base en la metodologia descrita por Tully et al. (1983); utilizando una solucion
amortiguadora de fosfatos (SAF) pH* 7.2 (Apéndice 2); el Ag fue lavado por 3
ocasiones, centrifugandolo® a 15 000 rpm durante 45 minutos y eliminando el
sobrenadante, después del ultimo lavado la pastilla fue resuspendida (Cuadro 1).

Este proceso se realizd para obtener 30 ml de Ag concentrado.

! Identificada como del grupo mycoides por medio de pruebas bioquimicas y PCR
Gentilmente proporcionada por la Dra. Rosa Elena Miranda Morales

Incubadora FORMA SCIENTIFIC
Microscopio estereoscopico ZEISS
Potenciometro COLE-PARMER
Ultracentrifuga refrigerada BECKMAN

a A 0N
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4.2 Elaboracion de antisueros contra Mycoplasma spp.

Para la elaboracién de los antisueros se utilizaron conejos® raza Nueva Zelanda
variedad blanco, hembras, no gestantes, de 2 Kg de peso, previo a la
inmunizacion se les realiz6 un sangrado basal para verificar que no tuvieran
anticuerpos contra Mycoplasma spp., utilizando las pruebas de inmunodifusion
doble y contrainmunoelectroforesis (CIEF).

Los protocolos de inmunizacién utilizados fueron los descritos por Tully et al. (1983)
(Cuadro 2) y el descrito por Morilla et al. (1986), en ambos casos se inocularon en
total 5.2 ml de Ag concentrado.

La seroconversion se evalud utilizando las pruebas de IDD y CIEF en los tiempos
especificados para cada protocolo. Debido a que las dos pruebas requieren Ag
soluble, aparticulado y a nivel molecular, se realizaron congelaciones vy
descongelaciones simultaneas del Ag de Mycoplasma spp., por un minimo 20
veces (Tizard, 1996).

Para la prueba de IDD se utilizé como medio de soporte agar noble al 1%,
siguiendo un patron de pozos periféricos y uno central como se muestra en el
Esquema 4.1, dejandose incubar por 24 horas a temperatura ambiente (Morilla et al.,
1986).

La prueba de CIEF se realiz6 en agarosa al 1%, la distribucion de los sueros se
muestra en el Esquema 4.2. Utilizando una solucion amortiguadora de Tris &cido
acético glacial 0.05 M pH 8.0, al Ag se le realiz6 un precorrido a 100 Volts? durante

30 minutos, al término de los cuales se colocaron los sueros problema, suero

! Aprobado el 15 de agosto de 2005 por el Comité Interno para el Cuidado y Uso de los Animales de
Experimentacion (CICUAE)

2 Fuente de poder HEAT KIT
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normal de conejo (SNC) y solucion salina fisiol6gica (SSF) como control de Ag con
la finalidad de detectar reacciones inespecificas de éste, y se corrié a 200 volts por
60 minutos. Posteriormente se dejé la prueba a temperatura ambiente durante
toda la noche en camara himeda (Morilla et al., 1986).

Esquema 4.1

Pozo 1 - Suero de conejo 1
Pozo 2 - Suero de conejo 2
Pozo 3 > SNC

Pozo 4 - Suero de conejo 1
Pozo 5 - Suero de conejo 2
Pozo 6 &> SSF

Pozo central > Ag de Mycoplasma spp.

}Protocolo de Tully et al.

}Protocolo de Morilla et al.

Descripcién de la disposicion de los pozos para la prueba de IDD, se utiliz6 SSF para el control del Ag, en el
pozo central se colocé Ag soluble del mismo lote del utilizado en las inmunizaciones.

Esquema 4.2

Suero de conejo 1 Protocolo

Suero de conejo 2 | Tully etal.
Ag Suero de conejo 1
Mycoplasma spp.

Protocolo
Morilla et al.

Suero de conejo 2

SNC
SSF

Descripcion de la disposicion de los pozos para la prueba de CIEF, los sueros, SNC y SSF se colocaron en
los pozos del polo (+) y en los del polo ( -) Ag soluble del mismo lote del utilizado en las inmunizaciones.

Una vez que se observo una reaccion intensa en ambas pruebas se procedio a la
obtencion del antisuero (Apéndice 3), para lo cual los conejos se sangraron en
blanco, el manejo de los animales se realiz6 con base en la Norma Oficial
Mexicana “Especificaciones técnicas para la produccion, cuidado y uso de los

animales de laboratorio” (NOM-062-z00-1999). Una vez obtenido el antisuero se
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inactivé a 60 °C por 30 minutos en bafio serolégico® y se fraccioné en viales de 1

ml, los cuales fueron conservados a —20 °C? hasta su utilizacion.

4.3 Reaccion cruzada de Mycoplasma spp.

Dado que en éste trabajo se utilizd Ag del grupo mycoides y su respectivo
antisuero, se probaron Ag’'s y antisueros de Mollicutes que no pertenecieran al
grupo mycoides; para ello se elabor6 Ag concentrado de Mycoplasma bovis,
Acholeplasma laidlawii y Ureaplasma diversum, los cuales se probaron con las
pruebas de IDD y CIEF utilizando el antisuero elaborado de Mycoplasma spp. del
grupo mycoides; el Ag del grupo mycoides se trabajé con las pruebas de FC’ y Al

con antisueros contra M. bovis® y M. hyopneumoniae®.

4.4 Determinacion de las caracteristicas del antigeno para las

pruebas de FC' y Al

Para determinar el tipo de Ag para las pruebas de FC’ y Al, se probaron los
antisueros y un lote piloto de 71 muestras de campo (M-C) con tres variantes del
Ag: completo, sonicado y soluble.

Como Ag completo se utilizaron células completas de Mycoplasma spp., las cuales

fueron resuspendidas a partir del concentrado.

! Bafio seroldgico PRECISION SCIENTIFIC CO.

2 Congelador REVCO
8 Proporcionado por la Dra. Rosa Elena Miranda Morales
* Proporcionado por el MVZ Daniel Atilano Lopez
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EL Ag sonicado® se elaboré siguiendo la metodologia descrita por Thirkill et al.
(1974) (Apéndice 4).

El Ag soluble se obtuvo por medio de un minimo de 20 congelaciones y
descongelaciones simultaneas (Jones, 1990).

Para determinar si hay diferencia estadistica entre los tres tipos de Ag’s se utilizd
una prueba de homogeneidad de Xi cuadrada, para ello los titulos obtenidos de los

sueros, se transformaron en Logaritmo base 2 (Daniel, 2002).

4.5 Estandarizacion de los elementos de la prueba de fijacién de

complemento

Para el proceso de titulacion de los elementos y la realizacion de la prueba de FC’
se utilizd solucion salina amortiguadora con trietanolamina (SSAT) (Apéndice 5)

(Diaz et al., 2001).

4.5.1 Sistema hemolitico

El sistema hemolitico (SH) o sistema indicador es una R-Ag-Ac compuesta por 2
unidades de hemolisina (UH) y una suspension de GR de ovino al 2 % en

proporcion 1:1.

4.5.1.1 Elaboracion de hemolisina

La hemolisina es un antisuero contra los receptores de membrana de los

eritrocitos, para su elaboracion se seleccionaron 20 ovinos adultos clinicamente

! Sonicador COLE-PARMER
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sanos, de los cuales se obtuvieron 20 ml de sangre por via yugular, utilizando
anticoagulante Alsever (Apéndice 6), para esto se contd con el apoyo del Centro
de Ensefianza, Investigacion y Extension en Produccion Ovina (CEIEPO) de la
FMVZ-UNAM.

El proceso obtencion de las membranas de los eritrocitos (estroma) fue con base
en lo descrito por la FAO (FAO, 1984). La prueba de esterilidad se realizé utilizando
agar sangre, caldo biotriptasa y caldo tioglicolato, los cuales se incubaron a 37 °C
por 24 hrs para descartar contaminacion bacteriana; y agar sabouraud para
contaminacion micética, se incubd a temperatura ambiente (20 — 25 °C) por 7 dias.
Se utilizaron 2 conejos raza Nueva Zelanda variedad blanco, hembras, no
gestantes, de 2 Kg de peso, los cuales fueron inmunizados con el estroma segun
el calendario descrito por la FAO (1984). A partir de la tercera inoculacién se
tomaron muestras de sangre sin anticoagulante para evaluar la seroconversion
(Cuadro 3).

El sangrado en blanco de los conejos se realizé cuando se obtuvo el maximo titulo
de la hemolisina. Una vez obtenido el suero, se inactivo y almacend con glicerina

al 50 %, en congelacion a —20 °C hasta su uso.

4.5.1.2 Suspension de globulos rojos de ovino al 2 %

Para la preparacion de la suspension de glébulos rojos al 2 %, los eritrocitos
fueron obtenidos de animales clinicamente sanos y se almacenaron con Alsever

en refrigeracion'. Los GR fueron lavados 3 veces con SSAT (Apéndice 7),

! Refrigerador AMERICAN HUSSMANN
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obtenido el paquete se prepar6 una suspension al 2 % con SSAT, para corroborar
la concentracion de los GR se midi6 la densidad o6ptica (DO) en un
espectrofotémetro’ a una longitud de onda de 540 nm de luz visible (Diaz et al.,

2001).

4.5.2 Obtencion del complemento

Se utilizé el complemento de suero de cobayo, ya que tiene una mayor actividad
hemolitica que el de otras especies (Hill, 1976). Para su obtencién se sangraron en
blanco (NOM-062-z00-1999) 6 cobayos de 500 g de peso, machos o hembras no
gestantes, en buen estado nutricional.

El C’ obtenido fue fraccionado en viales con 0.5 ml y 0.25 ml; manteniéndose en

congelacion a —20 °C sin inactivar.

4.5.3 Titulacion de hemolisina y complemento

La titulacién de estos elementos se realiza al mismo tiempo, ya que la actividad
biolégica de ambos esta intimamente relacionada, para ello se utilizd6 el método
descrito por Cunningham (1971) modificado.
Se realiz6 una dilucion 1/100 de la hemolisina, a partir de la cual se hicieron
diluciones en pasos y seriadas para obtener el siguiente esquema:

1/5 000 1/10 000 1/20 000

1/3 000 1/ 6 000 1/12 000

1/1 000 1/2 000 1/ 4 000 1/8 000 1/16 000

! Espectrofotémetro PERKIN ELMER U.S.A.
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A todas las diluciones se les agregd 0.4 ml de SSAT, 0.2 ml complemento de
cobayo previamente diluido 1/20 y 0.2 ml de GR ovino al 2 %.
En la misma gradilla se colocaron 10 tubos a los que se les agreg6 C’ diluido 1/20
en las siguientes cantidades:

0.02 004 006 008 010 012 024 0.16 0.18 0.20

mi ml ml ml ml ml mi ml mi mi

A los tubos de complemento se les agregd SSAT c.b.p. 0.6 ml y se incubd toda la
gradilla en bafio maria’ a 37 °C por 60 minutos, a los 30 minutos se realiz la
lectura de la hemolisina buscando el titulo, el cual es la dilucion més alta en la que
se observa el 100 % de hemdlisis y en donde se encuentra una unidad de
hemolisina.
Una vez obtenido el titulo de la hemolisina, se preparé el sistema hemolitico con 2
UH y se incub6 por 30 minutos en bafio maria a 37 °C junto con los tubos de C'. Al
término de la incubacién se agregaron 0.4 ml de SH a los tubos de C' y se
incubaron por 30 minutos mas.
La lectura del C’ se realizé buscando el tubo con menor cantidad de complemento

y el 100 % de hemolisis que indica una unidad de complemento (UC’).

4.5.4 Titulacion del antigeno de Mycoplasma spp.

Es importante determinar la concentracion adecuada de Ag para evitar un

fendmeno de zona que impida observar la diferencia entre las reacciones positivas

! Bafio serolégico BOCHEL
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y negativas, para ello se titulo el Ag utilizando una modificacion del método
descrito por Hill (Alton, 1976).

Para la titulaciéon del Ag se realizaron diluciones desde 1/100 hasta 1/600, cada
dilucién se enfrento tanto al suero control (S-C) positivo ( + ) y negativo ( - ). La
prueba incluyd los controles anticomplementarios (antic’) para cada suero y los

correspondientes a los otros elementos como se muestra a continuacion:

T e e e

1/5 1 1/10 | 1/20 | 1/40 | 1/80 : 1/160 | 1/5 | 1/10 | 1/5 1/10 | 1/5 | 1/10 | Ag-C’ i C'} Ag | SH

0.2 ml 04 NI02i06
L O !

Volumen final ml de SSAT

A las diluciones de suero (+)y (-), Ag-C'y C’ se les agrego6 0.2 ml de Ag; a los
controles antic’ se les agreg6 0.2 ml de SSAT. Posteriormente se agregaron 0.2 ml
con 2 UC’ excepto a las columnas de los controles de Ag y SH. Los tubos se
incubaron en bafio maria a 37 °C por 60 minutos junto con el SH. Posteriormente
se agrego 0.4 ml del sistema hemolitico a todos los tubos de la gradilla y se incubo
por 30 minutos mas. La dilucion del Ag que se seleccion6 fue aquella en la cual se
observé una clara diferencia entre una reaccién positiva y una negativa, asi como

la reaccion esperada en cada uno de los controles.
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4.5.5 Titulacion de los antisueros contra Mycoplasma spp.

Los antisueros elaborados fueron utilizados como control positivo en la prueba de
FC’, se procesaron con la metodologia descrita en el numeral 4.8.1, para

determinar el titulo de cada antisuero.

4.6 Estandarizacion de los elementos de la prueba de aglutinacion

indirecta

4.6.1 Obtencion de gldébulos rojos de ovino

Los eritrocitos fueron obtenidos de 4 ovinos sanos, la toma de la muestra se
realiz6 con anticoagulante Alsever por via yugular y se conservaron en

refrigeracion hasta su utilizacion, por un periodo no mayor a 15 dias (Hill, 1963).

4.6.2 Fijado de los glébulos rojos de ovino

Se realiz6 una suspension de glébulos rojos de ovino al 2.5 % (previamente
lavados) con SAF pH 7.2. Esta suspension fue mezclada en volimenes iguales
con glutaraldehido al 1 %. La mezcla se mantuvo en agitacion® constante a
temperatura ambiente (20 — 25 °C) hasta que los GR tomaron una coloracién café.
Una vez fijados los GR se lavaron tres veces con SAF pH 7.2 y posteriormente se
realiz6 una suspension al 2.5 % en SAF pH 7.2. La suspensién se guardd en

refrigeracion hasta su uso (Morilla et al., 1986; Lam et al., 1974).

! platina LINDBERG
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4.6.3 Tanado de los glébulos rojos de ovino fijados

La suspension de GR fijados se mezclé con un volumen igual de &cido tanico
diluido 1/20 000, la mezcla se incubo a 37 °C durante 10 minutos en bafio maria,
al término de ésta los glébulos rojos se lavaron tres veces con SAF pH 7.2. Con el
paquete obtenido se realizé una suspension de GR tanados al 2.5 % en SAF pH
6.4 (Apéndice 2). Esta suspension se refrigeré a 4 °C hasta su uso (Morilla et al.,

1986; Muthomi et al., 1983).

4.6.4 Sensibilizacion de glébulos rojos de ovino tanados

En SAF pH 6.4 se realizo la dilucién del Ag que fue determinada como 6ptima en
la titulaciéon (descrita en el numeral 4.5.5) la cual se mezcl6 en proporcion 1:1 con
la suspension de glébulos rojos tanados al 2.5 % y se incub6é a 37 °C por 15
minutos en bafio maria. La mezcla se centrifugd para lavar los eritrocitos 2 veces
con SAF pH 7.2 y posteriormente se realiz6 un tercer lavado con SAF pH 7.2 con
1 % de suero normal de conejo (Apéndice 2), previamente inactivado y adsorbido
(Apéndice 8). A partir del paquete se prepard la suspension de trabajo de GR
sensibilizados al 0.75 — 1.5 % en SAF pH 7.2, con 1 % de SNC. La sensibilizacion
se realiz6 el mismo dia en que se trabajaron las muestras (Morilla et al., 1986; Muthomi

et al., 1983).

4.6.5 Titulacion del antigeno de Mycoplasma spp.

Al igual que para la prueba de fijacion de complemento, se determind la

concentracion adecuada del Ag para Al, para ello se sensibilizaron GR tanados
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con diferentes concentraciones de Ag, las cuales fueron probadas tanto con el
suero control ( +) (antisuero elaborado) como con el suero control ( - ) de conejo.
La dilucion del Ag considerada optima fue aquella en la cual el S-C ( +) presentd
el mayor titulo, a la vez que en el S-C ( - ) no se observo aglutinacion (Morilla et al.,

1986).

4.6.6 Titulacion de los antisueros contra Mycoplasma spp.

Los antisueros elaborados también se utilizaron como control positivo en la prueba
de Al, se trabajaron con la técnica descrita en el numeral 4.8.2 para determinar su

titulo.

4.7 Determinacion del tamafio de la muestra

Para determinar el tamafio de muestra se utilizo la formula para la estimacion de
las medias utilizando una confiabilidad de 0.90 aplicada a una muestra piloto,
teniendo como resultado un tamafo de muestra minimo de 692 sueros (Daniel,

2002).

4.8 Muestras de campo

Se procesaron 827 sueros de caprino de diferentes edades, de las razas:
Toggenburh (TG), Saanen (SN), Alpina Francesa (AF), Murciana Granadina (MG),
Boer (BR), La mancha (MN) y Criolla (CR), cuya funcion zootécnica es la
produccion lactea. En la Tabla 4.1 se muestra la zona geogréfica de las muestras

analizadas, asi como el nUmero de sueros de cada Estado.
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En algunos de los rebafios fue posible muestrear a toda la poblacién, en otros sélo
se muestreo de un 20 — 40 % de la poblacién, debido a que los propietarios sélo
permitieron que se manejaran y sangraran algunos animales. Cabe mencionar que
tanto el muestreo de cada rebafio como el uso de los sueros remitidos, se llevé a
cabo bajo la autorizacién del propietario o MVZ responsable de los animales.

Tabla 4.1 Procedencia de las muestras de campo.
Estado Numero de muestras

Distrito Federal 176 sueros

Estado de México

Centro (Edo. Mex.)

Morelos 103 sueros

Baja California Sur
Noroeste 17 sueros
(B.C.S)

Sureste Oaxacay
203 sueros
(Regién Mixteca) Guerrero

Total de muestras 827 sueros

4.8.1 Distrito Federal

Este rebafio esta ubicado en la Delegacion Tlalpan, cuenta con una poblacion de
176 animales en estabulacion y ordefio mecénico una vez al dia. Las muestras
fueron remitidas por el MVZ responsable al Laboratorio de Serologia del DMel-

FMVZ-UNAM para diagnostico serologico de Brucella spp. En la historia clinica
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refieren un brote de problemas respiratorios un afio antes del muestreo; por medio
de histopatologia se determin6 como agente etioldgico a Mycoplasma spp. Del
total de la poblacién al momento del muestreo, habia 5 animales que enfermaron

durante ese brote. Se proceso el 100 % de las muestras remitidas.

4.8.2 Estado de México

Se trabajaron muestras de rebafios pertenecientes a dos Municipios (Tabla 4.2), el
rebafio del Municipio de Tepotzotlan cuenta con 130 animales en estabulacion y
ordefio mecanico una vez al dia, de éste Municipio las muestras fueron remitidas
por el MVZ responsable al Laboratorio de Serologia del DMel-FMVZ-UNAM para
diagndstico serologico de Brucella spp., se refieren problemas respiratorios
causados por micoplasmas un afio antes del muestreo, el diagnéstico se realizd
por medio del aislamiento. Por lo que para éste trabajo se procesaron el 100 % de
las muestras remitidas.

En el Municipio de Zumpango se muestrearon 8 rebafios de la comunidad de San
Juan Tianguistongo, de cada uno se muestreo un promedio del 20 % de la
poblacion; éstos animales son ordefiados manualmente una vez al dia, se tienen
en pastoreo y encierro nocturno. Los propietarios refieren problemas respiratorios
(en vias respiratorias altas) durante todo el afio, no se ha hecho ningun tipo de
diagndstico para conocer la etiologia, no hay antecedentes de mortalidad que
pudieran asociarse a éstos problemas. También se tomaron muestras nasales

colectadas con hisopo, y leche de un 10 % de la poblacion de cada rebafio, las



cuales se remitieron al Laboratorio de Micoplasmas del DMel-FMVZ-UNAM para el
aislamiento del microorganismo.

Para el muestreo de los rebafios del municipio de Zumpango se cont6é con el
apoyo del Comité Estatal de Fomento y Proteccidbn Pecuaria del Estado de

México, S. C.

Tabla 4.2 Muestras del Estado de México.
Identificacion Antecedentes de problemas Numero de

Municipio
del Rebafio respiratorios muestras

Edo. Mex.-
Tepotzotlan Un afo antes del muestreo 130 sueros
Tepotzotlan

Edo. Mex.-
Zumpango En vias respiratorias altas 91 sueros
Zumpango

Total de muestras 221 sueros

Se muestrearon 2 Municipios con un total de 9 rebafios y 221 muestras.

4.8.3 Guanajuato

Del Municipio de Apaseo “El Grande” se muestrearon dos rebafios, de cada uno
de ellos se tomd suero del 40 % de la poblacién total. Los animales son
mantenidos en estabulacion con ordefio mecanico 2 veces por dia; asi mismo se
tomaron muestras nasales colectadas con hisopos, y leche de aproximadamente
el 15 % de la poblacion, dichas muestras fueron remitidas al Laboratorio de
Micoplasmas del DMel-FMVZ-UNAM para el aislamiento del microorganismo.

Del rebafio 1 hace dos afios, 2 animales presentaron neumonia y mastitis, una de

esas cabras murid y de la otra remitieron suero y leche para la determinacion de
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Ac’s y aislamiento de Mycoplasma spp., respectivamente. En ese momento el
propietario no permitié el muestreo de los demas animales.

Dos afios después, el propietario permite el muestreo de los animales y el MVZ
refiere problemas respiratorios ligeros en vias respiratorias altas.

En el rebafio 2, el MVZ refiere problemas respiratorios en algunos de los animales
y sospecha de micoplasmas como agente causal, durante el muestreo se
observan dos cabras con neumonia severa y otras con problemas respiratorios
menores.

Para el muestreo de éstos rebafios se contd con el apoyo de la Asociacion de
Caprinocultores del Estado de Guanajuato.

Tabla 4.3 Muestras del Estado de Guanajuato.
Identificacion del Antecedentes NUmero de

Rebano muestras

Muestra tomada 2 afos antes 1 suero

Sin problemas en los dltimos meses 33 sueros

Animales con neumonias 73 sueros

Total de muestras 107 sueros

El rebafio Gto-1-bis, corresponde al muestreo dos afios posteriores al muestreo del rebafio Gto-1.

4.8.4 Morelos

Rebafio ubicado en el Municipio de Yautepec en el que los animales son
mantenidos en estabulacion, realizan ordefio mecénico dos veces por dia, cuenta
con una poblacion de 150 animales, de los cuales se tomaron muestras de suero

del 69 % de los animales. En la historia clinica refieren un brote de problemas
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respiratorios un afio antes del muestreo; por medio de histopatologia determinaron
como agente etioldgico a Mycoplasma spp. Del total de la poblacion, al momento

del muestreo habia 15 animales que enfermaron durante el brote.

4.8.5 Baja California Sur

Del estado de B. C. S. remiten 17 sueros de un rebafio en el cual no se habian
presentado problemas respiratorios, sin embargo en los rebafios aledafios se
presentaron neumonias en las cuales se sospechd como agente etioldégico a
Mycoplasma spp. De éste rebafio se desconoce el total de la poblacion y el

sistema de produccion.

4.8.6 Reqion Mixteca (Guerrero y Oaxaca)

Se muestrearon 203 animales pertenecientes a 10 rebafios ubicados en la Region
Mixteca que comprende los estados de Guerrero y Oaxaca. Los animales son
mantenidos en sistema de produccién semi-intensivo con ordefio mecanico una
vez al dia. En estos rebafios se han presentado problemas respiratorios, mastitis,
gueratoconjuntivitis y artritis, sin embargo no se ha confirmado que sean causados
por Mycoplasma spp. De la poblacién total de cada uno de los rebafos, se
tomaron muestras de suero (20 — 40 %) asi como de leche, exudados nasales
colectados con hisopos y liquido articular (15 — 30 %), éstas ultimas fueron
remitidas al Laboratorio de Micoplasmas del DMel-FMVZ-UNAM para el

aislamiento.
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Para el muestreo de éstos rebafios se conté con el apoyo del Instituto para el

Desarrollo de la Mixteca.

4.8.7 Clasificacion de los rebafos

Los rebafios se clasificaron con base en su historia clinica (Tabla 4.4), tomando
para ello los antecedentes o presencia de problemas respiratorios en que se
sospechara de micoplasmas o se hubiera confirmado su diagnostico.

Tabla. 4.4 Clasificacion de los rebafos

Identificacion
Procedencia Historia clinica
del rebafio

Distrito Federal D. F. Problemas respiratorios un afio antes

Edo. Mex.-
Problemas respiratorios todo el afio
Zumpango
Estado de México
Edo. Mex.-
Problemas respiratorios un afio antes
Tepotzotlan

2 animales con neumonia y mastitis
Guanajuato

Neumonias al momento del muestreo

Morelos Morelos Problemas respiratorios un afio antes

Sureste Region Mixteca Problemas respiratorios todo el afio

Baja California Sur B.C.S. Sin problemas respiratorios

Para ésta clasificacion se consideraron los antecedentes de problemas causados por micoplasmas, la
presencia de animales enfermos sospechosos a micoplasmas y la ausencia de micoplasmosis en los rebafios.
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4.9 Procesamiento de las muestras de campo

4.9.1 Prueba de fijacion de complemento

Se utilizé6 una modificacion de lo descrito por Cunningham (1971), realizando la
técnica del 100 % de hemdlisis, la cual utiliza 2 unidades de complemento y 2
unidades de hemolisina, como diluente se usé solucion salina amortiguadora de
trietanolamina. La prueba consta de dos fases: la fase invisible y la fase visible, las
cuales se describen en los numerales 4.8.1.3 y 4.8.1.4, respectivamente.

Las diluciones de trabajo de las muestras de campo fueron determinadas con
base en los titulos obtenidos en trabajos anteriores (Paling et al., 1978; Muthomi et al.,

1983).

4.9.1.1 Tratamiento anticomplementario

En ocasiones los sueros presentan lo que se conoce como efecto antic’, en el cual
algunas proteinas y/o contaminacion no permiten que se fije el complemento,
evitando asi poder realizar la lectura de la prueba. Para eliminar el efecto antic’ los

sueros fueron sometidos al tratamiento descrito por Diaz et al. (2001).

4.9.1.2 Controles de la prueba

La prueba se realizé en microplacas de fondo en “U”, en cada una se trabajaron 6
M-C, S-C ( + ) y S-C ( - ) con sus respectivos controles antic’, asi como los

controles de la prueba (Ag, Ag-C’, C'y SH) (Figura 1).
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4.9.1.3 Metodologia de la fase invisible

En un volumen final de 25 pl, se realizaron diluciones dobles seriadas desde 1/2
hasta 1/256 tanto de las M-C, como de los S-C (+) y S-C ( - ), las diluciones de
los controles antic’ fueron 1/2 y 1/4 para cada uno (Figura 1). Se agregaron 25 pul
de Ag en la concentracion determinada a las diluciones de los sueros, y a los
controles Ag y Ag-C’; a los controles antic’ se les puso 25 ul de SSAT como
volumen compensatorio. A las diluciones de suero, controles antic’ y controles Ag-
C’y C’ se les agregaron 25 ul de C’ conteniendo 2 UC'. La placa se incubd en
bafio maria a 37 °C por 60 minutos. Durante este tiempo se preparo el sistema

hemolitico y se incub6 en las mismas condiciones por un minimo de 30 minutos.

4.9.1.4 Metodologia de la fase visible

A los 60 minutos de incubacion, se agregaron 50 ul de SH a todos los pozos
incluyendo controles y se incubd nuevamente por un periodo maximo de 30
minutos. Para la obtencion de los titulos de los sueros, la prueba se revisé cada
minuto a partir de los primeros 5 minutos de incubacion hasta el momento de

realizar la lectura final.

4.9.1.5 Interpretacion de los controles de la prueba

La lectura final se realizé cuando en los controles antic’, Ag, Ag-C’, C' y SH se

observé la reaccion esperada para cada caso, como se muestra en la Tabla 4.5.
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Tabla 4.5 Interpretaciéon de los controles de la prueba de FC’

Control Resultado
X

Antic’ suero (+) Hemodlisis

Antic’ suero (-) Hemodlisis

Sedimentaciéon

Hemolisis

Hemolisis

Sedimentaciéon

Antes de sedimentarse el SH se observa una turbidez en el pozo.

4.9.1.6 Interpretacion de la prueba

Para cada una de las M-C se determing su titulo, el cual es la ultima dilucion en la
cual se observé reaccion positiva; en el caso de presentar reaccion negativa en
todos los pozos, la M-C se considerd ( - ). En la Tabla 4.6, se ilustra como se

observa una reaccion positiva y una reaccion negativa.

Tabla 4.6. Reacciones de la prueba de FC’

Reaccidén Resultado

Positiva Sedimentacioén

Negativa Hemolisis

En una reaccién ( +) el C' se uni6 a la R-Ag-Ac durante la fase invisible, por lo que al agregar el SH no hubo
C’ que se uniera a éste. En la reaccién ( - ) durante la fase invisible el C' quedo libre y se unié al SH
provocando lisis de los GR.
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4.9.2 Prueba de aglutinacion indirecta

4.9.2.1 Adsorcion de los sueros
Antes de ser sometidos a la prueba, tanto las M-C como los S-C (+)y S-C ( -),

fueron adsorbidos con GR de ovino siguiendo la metodologia descrita en el

Apéndice 8 (Cho et al., 1975).

4.9.2.2 Controles de la prueba
Por cada serie de placas, se incluyeron los controles correspondientes a cada M-
C,S-C(+)y SC (-), gldbulos rojos tanados (GRT) y globulos rojos

sensibilizados (GRS), estos ultimos por duplicado (Figura 2) (Cunningham, 1971).

4.9.2.3 Metodologia de la prueba

Para la realizacion de la prueba se utilizaron microplacas de fondo en “U”, en cada
una se trabajaron 6 M-C y por cada serie de microplacas trabajadas se utilizaron
los controles de S-C (+) y S-C ( - ). Para determinar el titulo, a cada suero se le
realizaron diluciones dobles seriadas iniciando 1/2 hasta 1/1024, en un volumen
final de 25 ul y paralelamente, se realizaron diluciones de 1/2 a 1/64 de cada uno,
mismas que se utilizaron como control del suero (Figura 2). Se agregaron 25 ul de
GRS al 1 % a las diluciones de las M-C y al control de GRS, a los controles de

suero se les puso 25 ul de GRT al 1 % asi como a su respectivo control de GRT.
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La placa homogeneizé con vortex® y se incubé a temperatura ambiente durante 30
a 180 minutos hasta el momento de realizar la lectura (Lam et al., 1974; Cho et al.,

1975; Cunningham, 1971).

4.9.2.4 Interpretacion de los controles de la prueba

La lectura final se realizé cuando en los controles GRS, GRT y control del suero se
observé la reaccion esperada para cada caso, como se muestra en la Tabla 4.7.

Tabla 4.7 Interpretacion de los controles de la prueba de Al

Control Resultado

Control se suero de las M-C Sedimentaciéon

Glébulos rojos sensibilizados Sedimentacién

La sedimentacién de los controles de suero nos indica que se eliminaron las aglutininas inespecificas y en los
controles de GRT y GRS que los eritrocitos no estan presentando autoaglutinacion.

4.9.2.5 Interpretacion de la prueba

Para cada una de las M-C se determind su titulo, el cual es la ultima dilucién en la
cual se observo reaccion positiva; en el caso de observar reaccion negativa en
todos los pozos, la M-C se considerd ( - ). En la Tabla 4.8, se ilustra como se

observa una reaccion positiva y una reaccidn negativa.

1 Vortex COLE-PARMER



Tabla 4.8 Reacciones de la prueba de Al

Control Resultado

Reaccién positiva Aglutinacion

Reaccidn negativa Sedimentacion

La aglutinacion es debida a la presencia de Ac’s contra Mycoplasma spp. La sedimentacién se presenta
cuando no hay Ac’s en el suero.

4.10 Determinacion del punto de corte

El punto de corte es el criterio utilizado para determinar el titulo con el cual el
animal se considera positivo y negativo, para ello se relacionaron los resultados
obtenidos en los aislamientos de las muestras remitidas al Laboratorio de

Micoplasmas con los titulos obtenidos en cada una de las pruebas.

4.11 Prueba de homogeneidad de Xi cuadrada

Para determinar si hay diferencia estadisticamente significativa entre ambas

pruebas se corrié una prueba de homogeneidad de Xi cuadrada.

4.12 Determinacion de la sensibilidad y especificidad de las

pruebas
Se utiliz6 el Teorema de Bayes para la determinacion de sensibilidad y
especificidad, asi como para estimar el valor predictivo positivo y el valor predictivo

negativo de ambas pruebas (Daniel, 2002).



5.0 RESULTADOS

5.1 Antisueros contra Mycoplasma spp.

Durante los monitoreos para evaluar la seroconversion en los conejos, se decidid
realizar el sangrado en blanco cuando se observaron lineas intensas de
precipitacion en las pruebas de IDD (Figura 3) y CIEF (Figura 4); en la Tabla 5.1
se muestran los dias en que se realizaron tanto el monitoreo como el sangrado en
blanco.

Tabla 5.1 Sangrado de los conejos durante la elaboracién de antisueros
Protocolo de inmunizacion Monitoreos Sangrado en blanco

Dia 28
Tully et al. (1983)

Dia 35

Cada 3*" diaa
Morilla et al. (1986) partir de la 52

inoculacioén

5.2 Reaccién cruzada de Mycoplasma spp.

Al realizar las pruebas de IDD y CIEF, con los Ag's de Mycoplasma bovis, A.
laidlawii y U. diversum con el antisuero elaborado; asi como en las pruebas de FC’
y Al, el Ag de Mycoplasma spp. del grupo mycoides con antisueros de M. bovis y
M. hyopneumoniae, los resultados fueron negativos, lo que indica que no hay
reaccion cruzada del Ag y los antisueros con otros Mollicutes ajenos al grupo

mycoides.



5.3 Determinacion de las caracteristicas del antigeno

Con los resultados obtenidos del lote piloto (ver numeral 4.4), se realizé la prueba
de homogeneidad de Xi cuadrada, no observandose diferencia estadisticamente
significativa al tener un valor de P=0.1580, por lo que se decidio utilizar el Ag

completo para todos los sueros considerados en éste trabajo.

5.4 Titulacién de los antisueros contra Mycoplasma spp.

Los titulos de los antisueros se determinaron tanto en la prueba de FC’, como en
la de Al, con las metodologias descritas en los numerales 4.8.1 y 4.8.2,
respectivamente. Los titulos de los antisueros obtenidos en la prueba de FC’ y Al,
muestran que los animales inmunizados con el protocolo de Tully et al. (1983)
presentaron una mejor seroconversion que los inmunizados con el protocolo de

Morilla et al. (1986) (ver Tablas 5.4 y 5.5)

Tabla 5.4 Titulos de los antisueros con la prueba de FC’ (Figura b)
Protocolo de inmunizacién Suero de conejo Titulo obtenido

Conejo 1
Tully et al. (1983)

Conejo 2

Conejo 1
Morilla et al. (1986)

Conejo 2
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Tabla 5.5 Titulos de los antisueros con la prueba de Al (Figura 6)
Protocolo de inmunizacion Suero de conejo Titulo obtenido

Conejo 1 1/1028
Tully et al. (1983)

Conejo 2

Conejo 1
Morilla et al. (1986)
Conejo 2

5.5 Determinacion del punto de corte

Los animales que resultaron positivos al aislamiento, en la prueba de FC’
presentaron titulos desde 1/16, mientras que en la prueba de Al los titulos fueron
desde 1/2, sin embargo, algunos de los animales de los cuales se aislo
Mycoplasma spp. Resultaron negativos a la prueba de Al. Con estos datos se

determiné el punto de corte como se muestra a continuacion:

Negativos = ( -) o titulos iguales o menores a 1/8
Fijacion de complemento

Positivos > Titulos iguales o mayores a 1/16

Negativos 2> (-)

Aglutinacion indirecta

Positivos - Titulos iguales o mayores a 1/2
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5.6 Resultados de las muestras de campo

5.6.1 Fijacion de complemento

Los titulos obtenidos en la prueba de FC’' de cada uno de los rebafios, se
muestran en la Tabla 5.9. Con base en el punto de corte, en la Tabla 5.10 y en la
Gréfica 1, se muestra el nimero de animales positivos y negativos.

Como se puede ver en la Tabla 5.10 los rebafios B. C. S. (sin problemas
respiratorios y negativo al aislamiento) y Edo. Mex.-Zumpango (negativo al
aislamiento) tuvieron animales positivos en un 0y 10.99 % respectivamente.

En el rebafio Edo. Mex.-Tepotzotlan que presentd problemas respiratorio por
micoplasmas un afio antes del muestreo, se obtuvo un 26.62 % de animales
positivos.

En los rebafios Gto-1, D. F. y Morelos, con antecedentes de problemas
respiratorios causados por micoplasmas hace dos y un afio respectivamente, el
porcentaje de animales positivos fue menor del 20 %.

En el caso de los rebafios en que habia problemas por micoplasmas al momento

del muestreo, el porcentaje de animales positivos fue del 60 — 100 %.

5.6.2 Aglutinacion indirecta

De los rebafios de Edo. Mex.-Tepotzotlan, D.F. y Morelos el nimero de muestras
trabajadas por Al es menor que en FC’, debido a que el suero fue insuficiente para
trabajarlas por ambas pruebas, sin embargo, el nimero total de sueros (781) es

mayor que el determinado como minimo en el tamafio de la muestra.



Los titulos obtenidos en la prueba de Al en cada uno de los rebafios, se muestran
en la Tabla 5.11. Con base en el punto de corte, en la Tabla 5.12 y en la Grafica 2,
se muestra el nUmero de animales positivos y negativos.

En los rebafios de B. C. S. (sin antecedentes y sin aislamientos) y en Edo. Mex.-
Zumpango (sin aislamientos) el porcentaje de animales positivos a la prueba fue
menor al 6 %.

De los rebafios con antecedentes de problemas respiratorios por micoplasmas 1 o
2 afios antes del muestreo (Edo. Mex.-Tepotzotlan, D. F., Morelos y Gto-1-bis), se
tuvieron animales positivos del 28 % al 66 %.

De los rebafios con aislamientos de micoplasmas, hubo animales positivos a la
prueba desde el 38 % hasta el 100 %.

En la Grafica 3, se muestra un comparativo de ambas pruebas.

5.7. Prueba de homogeneidad de Xi cuadrada

Se determino diferencia estadisticamente significativa (P<0.01) entre las pruebas

de FC'y Al
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Tabla 5.9 Titulos de las muestras en la prueba de FC’
Identificacion del Numero de muestras por titulo

rebafio

B.C.S.

Los datos sombreados indican los titulos con los que se consideran positivos los animales
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Tabla 5.10 Animales negativos y positivos en la prueba de FC’
Antecedentes de

micoplasmas

89.01 % 10.99 %
Zumpango

Edo. Mex.-
75.38 % 24.62 %
Tepotzotlan

2 afios antes’

1 afio antes®

1 afio antes®

(+)

Regién Mixteca

69.65 % 30.35 %

Diagnostico realizado por aislamiento. © Diagnoéstico realizado por histopatologia.
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Gréfica 1 Animales positivos y negativos a la prueba de FC’
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Tabla 5.11 Titulos de las muestras en la prueba de Al
Identificacion del Numero de muestras por titulo

rebafio

B.C.S.

Los datos sombreados indican los titulos con los que se consideran positivos los animales
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Tabla 5.12 Animales negativos y positivos en la prueba de Al
Antecedentes de

micoplasmas

94.12 %

95.60 %
Zumpango

Edo. Mex.-
37.60 %
Tepotzotlan

Region Mixteca 61.58 %

62.10 % 37.90 %

Diagnostico realizado por aislamiento. © Diagnoéstico realizado por histopatologia.
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Gréafica 2 Animales negativos y positivos a la prueba de Al
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Gréfica 3 Comparativo de las pruebas de FC’ y Al
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Se encontr6 diferencia estadisticamente significativa (P<0.01) entre ambas pruebas
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5.8 Determinacion de la sensibilidad y especificidad de las

pruebas

Al desarrollar el cuadro de contingencia para el Teorema de Bayes se obtuvieron
los siguientes resultados:
Prueba de fijaciébn de complemento

» Sensibilidad - 93.33 %

» Especificidad > 72.27 %

» Valor predictivo positivo - 90.08 %

» Valor predictivo negativo - 80.06 %

Prueba de aglutinacion indirecta
» Sensibilidad - 57.69 %
» Especificidad > 62.91 %
» Valor predictivo positivo 2 59.96 %

» Valor predictivo negativo - 60.71 %
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6.0 DISCUSION

6.1 Caracteristicas del antigeno

Los tres tipos de Ag’s utilizados (completo, soluble y sonicado) de Mycoplasma
spp. del grupo mycoides en ambas pruebas, no presentaron diferencia
estadisticamente significativa entre ellos, por lo que se decidio utilizar el Ag
completo debido a que se facilitaba la interpretacion de las pruebas, ademas de
representar un mejor costo en la preparaciéon del mismo. Holmgren (1973), Cho et
al. (1975), Muthomi et al. (1983), Jones et al. (1988) y Jones (1990) utilizaron Ag
sonicado para las mismas pruebas; Lam et al. (1974), utilizaron proteinas obtenidas
con sulfato de amonio para Al. Actualmente no hay estudios seroldgicos en el que
se utilicen células completas de micoplamas como Ag para las pruebas de FC’ y/o
Al; asimismo, ninguno de los autores reporta alguna desventaja de utilizar Ag

completo de micoplasma.

6.2 Punto de corte

Comparando los resultados de los aislamientos con los titulos obtenidos en FC’ se
determiné que titulos iguales o mayores a 1/16 se consideran positivos a
micoplasmosis. En Kenia, en donde la micoplasmosis es endémica y la especie
involucrada que causa perdidas econOmicas considerables es Mycoplasma
capricolum subsp. capripneumoniae, Paling et al. (1978) y Muthomi et al. (1983)

consideraron positivos a animales con titulos iguales o mayores a 1/32 en la
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prueba de FC’, sin embargo no mencionan el criterio que utilizaron para
determinar dicho punto de corte.

Para la prueba de Al se determind que titulos a partir de 1/2 se consideraron
positivos a micoplasmas. Muthomi et al. (1983), igualmente en Kenia reportan que
titulos iguales o mayores a 1/10 se consideran positivos a M. capricolum subsp.
capripneumoniae, mientras que Jones et al. (1988), en Oman, establecen que
titulos iguales o mayores a 1/40 son positivos para la misma especie de
micoplasma, en ningun caso indican el criterio utilizado para la determinacién del
punto de corte.

Es importante sefalar que en Kenia y Oman se lleva a cabo la inmunizacién
contra micoplasmas, mientras que en México no se realiza la inmunizacién contra
micoplasmas que afectan a los caprinos, esto es relevante ya que éstas pruebas
no diferencian entre Ac’s vacunales de no vacunales, por lo que el criterio para

considerar a un animal positivo debe ser mas estricto.

6.3 Resultados de las muestras de campo

6.3.1 Rebainos sin micoplasmosis

En éstos rebafios se tuvieron 10 animales positivos en la prueba de FC’ con titulos
de 1/16 — 1/32; en Al 5 fueron positivos con titulos iguales al punto de corte. Dado
gue en el rebafio Edo. Mex.-Zumpango se presentan problemas en vias
respiratorias altas y no se tuvieron aislamientos de micoplasmas, seria importante

conocer si los animales fueron movilizados de rebafios con micoplasmosis.
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6.3.2 Rebaios con antecedentes de micoplasmosis

Se determinaron 66 animales positivos a la prueba de FC’ (1/16 — 1/128), mientras
gue para Al 196 (1/2 — 1/256), lo que sugiere que los animales han tenido contacto
con el Ag, March et al. (2000) indican que la prueba de FC’ puede detectar Ac’'s
hasta 4 meses y Cho et al. (1976) detectaron en Al Ac’s por un periodo mayor a un
afo, aunque en ambos estudios se trabajé con sueros de animales infectados
experimentalmente con M. capricolum subsp. capripneumoniae.

En este estudio se detectaron titulos de Ac’s en sueros de animales hasta dos
afos posteriores a la presentacion del problema, lo que sugiere que algunos de

los animales sean portadores del microorganismo.

6.3.3 Rebafos con micoplasmosis

Se obtuvo un 69.46 % (Regidon Mixteca) y un 100 % (Gto-1 y Gto-2) de animales
positivos en la prueba de FC’, lo que concuerda con la morbilidad que presenta la
enfermedad (del 60 al 100%).

En la prueba de Al el 38.42 % (Region Mixteca), 48.48 % (Gto-2) y 100 % (Gto-1)
fueron positivos a la prueba. Es importante mencionar que algunos de los
animales positivos al aislamiento, resultaron negativos a la prueba, lo que confirma
la baja sensibilidad (57.69 %) y especificidad (62.91 %) de la prueba, ademas de
gue también se obtuvo un valor predictivo negativo bajo (60.71 %).

En México no hay reportes de estudios seroepidemioldgicos en los que se haya
utilizado la prueba de FC’ y/o Al, sin embargo Solana et al. (1966), realizaron un

estudio epizootioldégico en el cual utilizaron la prueba de aglutinacion directa en
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placa utilizando Ag de M. mycoides subsp. capri, sin mencionar un punto de corte.
Muestrearon 16 estados de la Republica Mexicana. En Oaxaca analizaron 34
muestras provenientes de dos comunidades cercanas a la Region Mixteca y
encontraron un 90 % de sueros con titulos. Del estado de Guanajuato trabajaron 4
muestras del Municipio de Apaseo “El Grande”, de las cuales el 50 % fueron
positivas, sin embargo ellos no indican una relacion entre el resultado de la prueba
y el aislamiento del microorganismo o bien por la presencia de signos clinicos
sugerentes a micoplasmosis, ademas de que el nimero de muestras analizadas
es reducido. Solana et al. (1967), reportan aislamientos de Mycoplasma spp., en el
Estado de Oaxaca a partir de brotes de neumonias en caprinos. Todo lo anterior
sugiere que el problema ésta presente en estas regiones a partir de la década de
los 60’s, nuestros resultados actualmente nos indican que el problema de la

micoplasmosis en los caprinos se sigue presentando en ésta zona.

6.4 Sensibilidad y especificidad de las pruebas

La prueba de FC' mostr6 mayor sensibilidad y especificidad que la prueba de Al,
utilizando Ag completo de Mycoplasma spp. del grupo mycoides, estos resultados
contrastan con los de Muthomi et al. (1983), Rurangirwa et al. (1987), Jones (1990),
March et al. (2000) y Nicholas (2002b), quienes reportan una mayor sensibilidad para
la prueba de Al, mientras que para FC’ una mayor especificidad con Ag sonicado
de M. capricolum subsp. capripneumoniae, el contraste entre los resultados

probablemente se deba a la diferencia entre las cepas utilizadas.
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7.0 CONCLUSIONES

En México no se realiza la inmunizacion contra la micoplasmosis en la poblacién
caprina, por lo que al detectar animales positivos en las pruebas de FC' y Al indica
gue los animales han tenido contacto con Mycoplasma spp. del grupo mycoides.
En la poblacién estudiada se encontré una seroprevalencia contra Mycoplasma
spp. del grupo mycoides del 30.35 % con la prueba de FC’ y del 37.90 % con la
prueba de Al.

La prueba de Al con una sensibilidad del 57.69 % y una especificidad del 62.91 %,
no se consider6 una herramienta (til para el diagnéstico serolégico de
micoplasmosis en caprinos, ademas de requerir la preparacion de los GR el dia
gue se realiza la prueba.

La prueba de FC’ resulta una herramienta rapida y confiable para el diagndstico
serolégico de la micoplasmosis caprina causada por Mycoplasma spp. del grupo
mycoides, detectd Ac’s contra Mycoplasma spp. por un periodo de hasta 2 afios
post-exposicion, con lo anterior se confirma la hipoétesis de que la prueba de FC’

es mas especifica que la prueba de Al.
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9.0 FIGURAS

Figura 1. Esquema de microplaca para la prueba de fijacion de complemento.
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Figura 3. Esquema de la prueba de inmunodifusion doble.
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Figura 4. Esquema de la prueba de contrainmunoelectroforesis.
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Figura 6. Titulacion de antisueros por la prueba de aglutinacion indirecta.
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10.0 CUADROS

CUADRO 1 (Tully et al., 1983)

Elaboracion del antigeno concentrado de Mycoplasma spp.

Colonia

— 200 pl clona + 2 ml de medio
en2ml

'

Crecimiento —— Prueba de esterilidad

|

2 ml + 10 ml de medio

|

Crecimiento — Prueba de esterilidad

|

10 ml + 90 ml de medio

|

Crecimiento — Prueba de esterilidad

|

50 ml + 450 ml de medio ——» En 5 botellas de dilucién

|

Crecimiento — Prueba de esterilidad

|

Lavado del Ag — Prueba de esterilidad

|

Resuspender la pastilla en 1 ml de SAF Guardar en
pH 7.2 por cada 100 ml de medio congelacion

Las incubaciones se realizan a 37 °C durante 24 horas en aerobiosis.
Para las pruebas de esterilidad se siembra en agar sangre y se incuba en las mismas condiciones.
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CUADRO 2 (Tully et al, 1983)

Protocolo de inmunizacion para elaboracion de antisuero contra Mycoplasma spp.
Via deinoc. Vol. Inoc./ conejo Observaciones

Sangrado basal
Cojinete plantar 0.2 ml/ cojinete Inoc. en ambos cojinetes
Intramuscular 0.5 ml / miembro Inoc. en los 4 miembros

Intradérmica 0.8 ml (0.1 ml/ punto) Inoc. en 8 puntos del dorso

Intramuscular 0.5 ml / miembro Inoc. en los 4 miembros

Sangrado para monitoreo

Sangrado para monitoreo

Sangrado para monitoreo

Todas las inoculaciones se realizan con adyuvante completo de Freund™ en proporcién 1:1 y se mezcla en un

homogeneizador2 por 30 minutos.
Todo el manejo, inoculacién y sangrado de los animales se realiza con base en la NOM-062-ZO0-1999

! Adyuvante completo de Freund SIGMA
2 Homogeneizador VIRTIS
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CUADRO 3 (FAO, 1984)

Protocolo de inmunizacion para la elaboracion de hemolisina
Inoculacion Volumen Via Inoc. Observaciones

Sangrado para monitoreo

Sangrado para monitoreo

Sangrado para monitoreo

Sangrado para monitoreo

Sangrado para monitoreo

Sangrado para monitoreo

Las inmunizaciones se realizaron sin adyuvante.
Todo el manejo, inoculacién y sangrado de los animales se realiz6 con base en la NOM-062-Z00-1999.
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11.0 APENDICES

APENDICE 1

Medio de cultivo liquido Hayflick*
Caldo PPLO? 1.89 g
Agua destilada 90.00 ml
Esterilizar en autoclave® a 121 °C/15 Ib/15 minutos.

Al enfriarse adicionar los siguientes componentes del medio.

Rojo de fenol® al 1 % 0.25 ml
Glucosa® al 10 % 1.00 ml
Suero de equino® 20.00 ml
Extracto de levadura® al 10 % 10.00 ml
Penicilina G sddica 100 000 Ul/ml

& Esterilizar por autoclave a 121 °C/15 Ib/15 minutos.
® Esterilizar por filtracién con membranas® de 0.22 pm.
¢ Esterilizar por autoclave a 121 °C/10 Ib/10 minutos.

Después de preparar el medio de cultivo se realiza la prueba de esterilidad,
sembrando en agar sangre e incubando a 37 °C durante 24 hrs y 2 ml de

medio de cultivo se incuban a 37 °C por 24 — 48 horas.

Medio Hayflick de Edward modificado, excluyendo el acetato de talio
PPLO broth DIFCO

Autoclave AESA

Membranas MILLIPORE

A W N P
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APENDICE 1 BIS

Medio de cultivo sélido Hayflick

Preparar 60 ml de medio liquido Hayflick, como se indica en el APENDICE 1.
Agar noble al 0.8 %
Agar noble 056 g
Agua destilada 10.00 ml
Esterilizar el agar en autoclave a 121 °C/15 Ib/15 minutos.
Dejar enfriar un poco el agar y mezclarlo con medio liquido ligeramente
calentado y mezclarlos perfectamente.
Colocar 7 ml de la mezcla en cada placa de petri sin hacer espuma y dejar
solidificar.
Una placa se incuba en microaerobiosis a 37 °C durante 24 hrs, el resto se

refrigera hasta su uso.

APENDICE 2

Solucién amortiguadora de fosfatos (SAF)

Cloruro de Sodio NacCl 850 ¢
Fosfato de sodio dibasico anhidro Na,HPO, 1.10 g
Fosfato de sodio monobésico NaH,PO4 032 g
Agua destilada c.b.p. H.O 1000.00 ml

Ajustar el pH deseado con acido clorhidrico (HCI) reactivo analitico y/o con

hidréxido de sodio (NaOH) 7N.
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Para aglutinacion indirecta agregar 1 % de suero normal de conejo inactivado

y adsorbido (APENDICE 8).

APENDICE 3

Obtencion de suero (antisuero o suero normal)

Sangrar a los animales por via intracardiaca con aguja 14, 16 o 20 G (segun
la especie a sangrar).

Colocar la sangre en placas de petri estériles.

Dejar a temperatura ambiente hasta que se forme el coagulo.

Cortar el coagulo en trozos pequefios (no cortar en exceso, ya que se puede
hemolizar el suero).

Centrifugar* en tubos con capacidad de 50 ml, estériles, a 3000 rpm a 4 °C
por 5 minutos.

Obtener el sobrenadante almacenandolo en las cantidades requeridas.

APENDICE 4

Sonicacion del Ag de Mycoplasma spp.

Realizar una dilucién 1/25 del Ag de Mycoplasma spp. concentrado, en agua
destilada estéril.
Colocar la suspension en un tubo de ensaye de plastico, el cual debe

mantenerse en bafio de hielo durante el proceso de sonicacion.

! Centrifuga refrigerada BECKMAN
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Sonicar durante 2 minutos con ciclos de 9 segundos de intensidad a la

maxima potencia, con 18 segundos de descanso.

APENDICE 5

Solucidon salina amortiguadora con trietanolamina (SSAT)

Solucion 5x

Cloruro de sodio NaCl 37.5 ml
Acido clorhidrico 1 N HCI 88.5 ml
Trietanolamina 140 ml
Solucién 4.16 M de cloruro de magnesio MgCl, 0.6 mi
Solucion 1.25 M de cloruro de calcio CacCl; 0.6 mi
Agua destilada c.b.p. H,O 1000.0 ml

Disolver el NaCl en 600 ml de agua destilada en un matraz aforado de 1000

ml.

Agregar el HCl y agitar.

Agregar la trietanolamina, cuidando que no quede parte en el recipiente en el

gue se mide, enjuagando con agua destilada que se incorpora al matraz

aforado.

Agregar la solucion de MgCl, y de CaCl..

Aforar a 1000 ml con agua destilada.

La solucién 5x se puede conservar en refrigeracion por varios meses.
Solucion 1x

Diluir 1/5 la solucién 5x con agua destilada.
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Ajustar el pH entre 7.3 — 7.4 con NaOH 7N o HCI reactivo analitico.

La solucion 1x se puede conservar en refrigeracion por una semana.

APENDICE 6

Anticoagulante Alsever

Dextrosa CeH12056 20.50 ¢
Citrato de sodio Na3;CgHs07 ¢ 2H,0 8.00 ¢
Acido citrico CeHsO~ 0.55 g
Cloruro de sodio  NacCl 420 g
Agua destilada 1000.00 ml

Esterilizar en autoclave a 121 °C/10 Ib/10 minutos.
Guardar en refrigeracion.

La proporcion de anticoagulante y sangre debe ser 1:1.

APENDICE 7

Lavado de glébulos rojos

1.

2.

3.

Tomar una cantidad de GR con Alsever.

Centrifugar a 3000 rpm durante 5 minutos.

Eliminar el sobrenadante.

Agregar solucién amortiguadora de pH a utilizar (para FC' o Al), en un volumen

igual al eliminado.

. Homogenizar suavemente.

Repetir los pasos 2 al 5 tres veces mas.
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7. Al finalizar la ultima centrifugacion eliminar el sobrenadante y obtener el

paquete de GR.

APENDICE 8

Adsorcion de suero

Inactivar el suero a 56 °C durante 30 minutos.

Por cada 0.9 ml de suero agregar 0.1 ml de paquete de glébulos rojos de
ovino previamente lavados con SAF pH 7.2.

Incubar a 37 °C por 60 minutos en bafio serolégico.

Centrifugar a 3000 rpm por 5 minutos.

Obtener el sobrenadante.

El suero se puede fraccionar y almacenar en congelacion a —20 °C hasta su
uso, en cuyo caso se debe de reinactivar a 56 °C por 15 minutos, antes de

utilizarse.
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