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RESUMEN

La neumonia Enzootica es una enfermedad del cerdo que causa pérdidas econémicas importantes a la porcicultura. Uno de los
métodos de diagndstico es la deteccion del agente causal, Mycoplasma hyopneomoniae en tejido pulmonar mediante la prueba
de inmunofluorecencia. Sin embargo se ha descrito la prueba de inmunoperoxidasa como una alternativa a este método. En el
presente trabajo se elaboré un conjugado de inmunoperoxidasa el cual por el metodo directo detecté Mycoplasma hyopneomoniae
tanto en improntas del cultivo como en cortes de lesiones neuménicas de casos clinicos de Neumonia Enzoética con aislamiento
positivo al micoplasma. Se considera este conjugado un producto valioso dado que puede hacerse la lectura de la prueba
mediante microscopio éptico.

INTRODUCCION

En la produccidn porcina mundial, los problemas neuménicos ocasionan importantes pérdidas econémicas, siendo la Neumonia
Enzoética una afeccién de gran relevancia en este renglén. El diagnéstico de esta enfermedad se realiza con pruebas como
ELISA y Fijacién de Complemento. Para la deteccién del micoplasma en pulmén se usa la técnica de inmunofluorecencia,
prueba que ha sido probada en México en su forma indirecta (Cipridn y cols.1982) y en su forma directa con la reciente
elaboracién de un conjugado fluorecente (Cruz y cols. 1993). sin embargo algunos autores proponen la pruecba de
inmnoperoxidasa como una alternativa, dada su facilidad de elaboracidn y de lectura, que incluso puede ser utilizada a partir
de improntas de lesiones nemdnicas (Bruggman ycols. 1977, Dayalu y Ross, 1990). Por ello el objetivo de este trabajo fue la
elaboracién de un conjugado de inmunoperoxidasa para su aplicacién en el diagndstico de la Neumonia Enzoética mediante el
método directo.

MATERIAL Y METODOS :

Se obtuvo un antisuero contra Mycoplasma hyopneomoniae, obtenido de un cerdo SPF. mediante un riguroso protocolo de
inmunizacién con un inmundégeno especifico. A partir del antisuero se obtuvo una fraccién purificada de inmunoglobina G de
acuerdo a la técnica descrita por Sanchez Vizcaino (1990). El acoplamiento de la peroxidasa de rdbano (Tipo IV sigma). se
realizo por medio de peryodato de sodio de acuerdo al metodo descrito por Avrameas y Trnynck (1989), Para la titulacién del
conjugado se siguidé la metodelogia modificada propuesta por Bruggman y cols .(1977), se emplearon frotis de Mycoplasma
hyopneomoniae (cepa 194. donada por Ross, Universidad de Iowa), las cuales primeramente fueron fijadas en metanol absoluto
con 0.1% de péroxido de hidrégeno por 20 minutos, con la finalidad de destruir la actividad de la peroxidasa endégena. Los
frotis fueron lavados con agua destilada y despies incubados con las diluciones del conjugado diluido con 0.5 m Tris-HCI,
0.15 M cloruro de sodio. 1mM de dcido Edetico (EDTA) pH 7.5 (TBSE), por 60 minutos en cdmara himeda. Despues los frotis
fueron lavados por 15 minutos con tres cambios de TBSE. Posteriormente fueron incubados con el substrato por 10 minutos.
EL sustrato fue preparado de acuerdo a ternyinck y Avrameas (1989) de la siguiente manera se disolvieron 5 mg. de tetracloruro
de diaminobencidina (DAB, Sigma) en 10 ml. de una solucién reguladora Tris Hel 0.1 M.ph 7.6, afiadiendo 0.1ml. de peréxido
de hidrégeno al 3%. Se enjuagan los frotis con agua destilada, se secan y se montan en glicerol. Posteriormente se examinaron
en un microscopio éptico. con la dilucion establecida del conjugado fue utilizado en cortes de pulmdnes obtenidos por cridstato,
de casos clinicos con lesiones caracteristicas de Neumonia Enzoética y aislamiento positivo del micoplasma . Como controle
negativos fueron usados cortes de un pulmon normal de un cerdo de 6 meses de edad asi como de un pulmén fetal de cerdo.
Todos estos cortes fueron tratados de 1a misma forma como los frotis del micoplasma.
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RESULTADOS

Los organismos deMycoplasma hyopneomoniae de los frotis fueron vistos como pequeiflas estructuras cafe rojizas. Para el caso
de los pilmones neuménicos estas estructuras fueron observadas al borde del epitelio bronquiolar. Para el caso de los controles
negativos la observacion de las estructuras mencionadas fue negativa.

DISCUSION

El desarrolo de esta prueba es relativamente rdpida, el desarrollo de la técnica y su lectura es simple. La técnica puede ser 1til
en la localizacién de Mycoplasma hyopneomoniae en el pulmén, pudiendo ser una alternativa de la prueba de inmunofluorecencia
a diferencia de esta el producto final de la reaccidn de la peroxidasa de la diaminobendicina es mas estable y puede ser visible
con el uso de un microscopio éptico. De ser estandarizado la técnicA de inmunoperoxidasa en improntas del pulmén neuménico
facilitaria el diagnostico al exitar el uso de los costosos equipos del criostato y microscopio de luz ultravioleta empleados en
inmunofluorecencia. Por lo tanto la técnica de inmunoperoxidasa viene a ser una alternativa diagndstica en nuestro pais donde
se carece del diagnostico de la Neumonia Enzodtica.
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