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A) INTRODUCCION. La neumonia enzodtica es una enfermedad crénica
respiratoria producida por Mycoplasma hvopneumoniae. En México
se ha encontrado una incidencia por esta enfermedad, determinada
por lesiones neuménicas de un 20 a un 50% (5). Aungue el agente
comunmente aislado es Pasteurella multocida, se ha demostrado que
M. hyopneumoniae es el propicia la entrada a las pateurelas (3).
Se ha demostrado la presencia de M. hyopneumoniae por medio de
la prueba de inmunofluorescencia indirecta, encontrandose en un
23 % de fluorescencia especifica en pulmones de abasto (2). Asi
mismo se ha logrado el aislamiento e identificacidn de M.
hyopneumoniae y M. flocculare de casos tipicos de neumonia
enzodtica (7). El aislamiento de estos micoplasmas resulta muy
dificil, por lo gue se ha recurrrido a la utilizacidn de
procedimientos inmunoldgicos para su diagndstico. Dentro de las
pruebas inmunoldgicas estdn las de fijacién de complemento y
ELISA Tween 20 Yy recientemente se ha empleado el uso de sondas
génicas (8). En muchos laboratorios de Estados Unidos y Europa
utilizan la prueba de inmunofluorescencia (IF) en forma rutinaria
para el diagndstico. Esta prueba es rapida, relativamente facil
de desarrollar, econdmica y especifica (1, 6). La alta
correlacidn entre aislamiento e IF especifica la hacen ideal para
el diagndstico en Mé&xico, ya que el aislamiento 1o realizan pocos
laboratorios.

B) OBJETIVO: Produccidn de suero hiperinmune y elaboracidn de un
conjugado fluorescente para el diagndstico de la Mvcoplasma
hyopneumoniae, mediante el método de inmunofluorescencia directa.

C) MATERIAL Y METODOS: Se produjo un suero hiperinmune, vacunando
dos cerdos S.P.F. con una bacterina a base de la cepa de M.
hyopneumoniae MHXP-5 donada amablemente por el Dr. Dayalu (Smith
Kline Becchman Animal Healt), incluida en adyuvante olecso, de
acuerdc al protocolo de vacunacidn sugerido por el Dr. Ross
(Universidad del Estado de Towa). Al término de la inmunizacian
se hizo el sangrado total de los cerdos, obteniéndose al dia
siguiente el suero. Este sueroc fue mantenido en viales estériles
a -20 €, de este suero se tomaron 200 ml para la purificacidn
parcial de IgG de cerdo y la conjugacidn con isctiocianato de
fluorescelna de acuerdo a las técnicas descritas por Sinchez
Vizcalino (1990). Para la titulacidn se procedio realizando dilu-
ciones dobles del conjugado de 1:1 a 1:128 y se prepararocn frotis
con la cepa 194 de M. hvopneumoniae donada amablemente por el Dr.
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Ross (Universidad del Estado de Iowa) para cada dilucidn del
conjugado. A cada frotis se le colocd una gota del conjugado de
la dilucidn correspondiente, se incubaron los frotis en cidmara
hdmeda a 37 C por 20 minutos. Despues se lavaron con agua
destilada y se dejaron secar. Posteriormente se cobservaron en un
microscopio de fluorescencia Carl 2Zeiss, utilizando 1la
combinacidn de filtros BG 12 y G 50 . Posteriormente se empleo
el conjugado utilizando cortes al microtomo cridéstato de tejido
pulmonar. Para ello se utilizaron como controles negativos un
pulmén fetal y un pulmdn sin lesiones de un cerdo de 6 meses de
edad. Como control positivo se empled un pulmén el cual procedia
de un caso clinico con lesiones caracteristicas de neumonia
enzodtica. Estos pulmdnes fueron trabajados para intentar el
aislamiento del micoplasma de acuerdo a la metodologla descrita
por Cruz y cols (1992). Las muestras fueron congeladas a -70 C
y se tomd aproximadamente 1 cm. clibico, de los lobulos apicales,
procurando incluir bronguios y brongquiolos. Se realizaron cortes
en cridstato -20 C, de 8 micras de grueso, gue se colocaron en
portacbjetos. Después fueron fijadas en etanol absoluto durante
10 minutos. Se tifiileron y se observaron al microscopio de
fluorescencia utilizando las tidcnicas antes descritas.

D) RESULTADOS. De cada uno de los cerdos inmunizados se obtuvo
aproximadamente 2 lts. de suero hiperinmune. De los 200 mls. que
se tomaron para la conjugacidn, se obtuvieron aproximadamente 50
ml de conjugado, los cuales se depositaron en alicuotas de 1 ml
y despues se liofilizaron y mantuvieron a - 70 C. Los resultados
de la titulacidn con improntas de la cepa 194 de M. hyvopneumoniae
mostro un titulo de 1:32, el dptimo para ser utilizado. Con este
titulo fueron tefiidos los cortes pulmonares. De los pulmones
trabajados solo se aisld micoplasma de aguel gque presentaba
lesiones caracteristicas, tipificandose como M.

y también sclo en EEtE pulmén se observé fluorescencia
especifica. Tanto en la cepa como en el corte pulmonar positivo
al aislamiento se observaron focos fluorescentes de forma
granular, verde amarillentos brillantes.

E) DISCUSION. Como pudo apreciarse la produccidn por cerdo fue
de aproximadamente 2 1lts., cantidad mas gque suficiente para
producir un buen lote de conjugado. Considerandc gue el titulo
obtenido fue de 1:32, es posible que por cada mililitro diluido
a esta concentracidén podamos realizar aproximadamente 500
pruebas. Sin embargoc es necesario corroborar este titule con
muestras de tejido pulmonar. Con el conjugado elaborado fue
posible observar inmunofluorescencia especifica tanto en el
cultivo como en el epitelioc brongquiclar del pulmdn con lesiones
neumdnicas, del cual fue aislado el micoplasma . Sin embargo la
cbservacidn del micoplasma en el epitelio bronguiolar fue dificil
dado gque este se encontraba desprendide. Por lo tanto para la
realizacidn del diagndéstico de la neumonia enzodtica, mediante
la técnica de IF se deben tener en cuenta las siguientes
recomendaciones: la muestra de tejido pulmonar debe proceder
principalmente de animales al destete con signos clinicos
respiratorios. Esta muestra debe ser congelada con un
crioprotector a base de polietilenglicol, el cudl tiene como
finalidad proteger el epitelio bronquiolar, manteniendo la inte-
gridad de los cilios, lugar donde colonizan los micoplasmas
(Ross, 1993 Comunicacidn personal). Otra ventaja de 1la
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utilizacidn de este conjugado es su posible empleo en 1la
identificacidn de colonias de M. hvopneumoniae por
epifluorescencia, la cual es mas répida comparada con el uso de
pruebas biogquimicas e inhibicidn de crecimiento. La técnica de
inmunofluorescencia viene a ser de gran utilidad en en nuestro
pais por las dificultades de realizar el aislamiento, abatiendo
con ello el complicado diagnéstico mediante el aislamiento de
M. hyopneumoniae.
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