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INTRODUCCION

Enla produccién porcina mundial, los problemas neuménicos ocasionan importantes pérdidas econémicas, siendo laNeumonia
Enzoética una afeccion de gran relevancia en este renglén. la Neumonia Enzoética es una enfermedad crénica respiratoria
producida por Mycoplasma hyopneumoniae yen México se haencontrado unaincidenciadel 20 al 80% determinada por patologia
de las lesiones neumdnicas. Se hademostrado la presenciadeA~ hyopneumoniae por mediode la pruebade Inmunofiuorescencia
indirecta, encontrandose en un 23 % de fluorescencia en pulmones de abasto2. Asi mismo, se ha logrado el aislamiento e
identificacion de M. hyopneumoniae, M. flocculare y M. hyorhinis en casos tipicos tanto de rastro como de campo de Neumonia
Enzodticafi. Se ha demostrado que A~ hyopneumoniae es el agente primario que propicia la entrada de bacterias oportunistas
y su interaccion con ellas como es el caso de las pasterelas3. Recientemente han sido elaborados un conjugado fluorescente
y otro de inmunoperoxidasa paraladeteccién del micoplasma en tejido pulmonar por el método directo, los cuales han mostrado
su efectividad en casos de campol, de tal manera que en dos estados del pais (Yucatan y Michoacan) han introducido en forma
rutinaria el diagndstico de inmunofluorescencia. Sin embargo, laimportacién de reactivos y kits comerciales para el diagnéstico
inmunolégico es dificil, debido a las restricciones sanitarias que existen y la natural salida de caras divisas. Por ello el objetivo
del presente trabajo fue la obtencién de un antigeno especifico deA~ hyopneumoniae para el desarrolio de la prueba de ELISA
Tween 20 y su aplicacion en el diagndstico de la Neumonia Enzoética, mediante el metodo indirecto.

MATERIAL Y METODOS.

Cepas de Micoplasmas: Para la preparacién del antigeno Tween 20 (Hiix) fue utilizada una cepa deM hyopneumoniae aislada de
un pulmén con Neumonia Enzoética, la cual fue identificada por prueba de Inhibicién de crecimiento por los los autores de este
trabajo. La cepa Ms42 de M. flocculare (proporcionada por el Dr. Pijoan, Universidad de Minnesota, U.S.A.) fue utilizada para la
preparacién de antigeno de suero hiperinmune porcino.

Cultivo de los micoplasmas: tanto la cepa de A~ hyopneumoniae y la cepa Ms42 de M. flocculare fueron inoculados en 2 litros de
medio deFriis (1971), los cuales seincubaron a37 ° C en agitacién a70 rpmy las celulas fueron cosechadas en lafase exponencial
del cultivo (pH 6.8) Despues fueron centrifugados a 20,000 g por 20 minutos a 4° C y lavadas tres veces con 0.25 M de NaCl. Las
celulas fileron resuspendidas a 1/200 del volumen original en 0.25 M NaCl y conservadas a -20° C.

Preparacion del Antigeno Tween 20 modificado de 7~ hyopneumoniae (Hiix): Del cultivo de M. hyopneumoniae conteniendo 3 mg
de proteina fue resuspendido en 3ml. de Buffer de fosfatos { 0.0125 M., pH 7.1) conteniendo 1% (v/v) de tween 20 e incubado a
37° C por 90 minutos en agitacién. Después el cultivo fue centrifugado a 48,000 xg durante 60 mins. a 4° C y el sobrenandante
obtenido fue filtrado en membrana Millipore de 0.22 ~Im y conservado a -20° C. Esta preparacion fue designada como antigeno
Tween 20 (Nicolet, 1980).

Electroforesis en gel de poliacrilamida (PAGE): Tanto la cepa como el antigeno tween 20 fueron separados por electroforesis en
gel de poliacrilamida SDS (PAGE) al 13%. Las proteinas fueron tefiidas con aziil de Coomasie.

Sueros. El control positivo fue un suero hiperinmune de/~hyopneumoniap fue obtenido de un cerdo SPF inoculado de acuerdo
a un esquema modificado sugerido por Young y Ross (1987). elaborado por los autores.

El control negativo fueron sueros dos cerdos SPF. Para la determinacion de las recciones cruzadas fueron obtenidos sueros
contraA~ hyorhinis proporcionado por la Universidad de lowa. Asi mismo fue elaborado en un cerdo libre de enfermedades
respiratorias el antisuero contraM. flocculare de la misma manera que se realizé con M.h yopneumoniae. Para la determinacion
de los limites negativos fueron utilizados 41 sueros negativos de campo y 27 sueros positivos donados amablemente por el
Q.B.A. Abraham Massa (Laboratorio de Patologia Animal, SARH, la Piedad Michoacan, México.) y el Dr. Antonio Morilla ( INIFAP-
SARH, Centro Experimental, Irapuato, Gto. México) los cuales fueron evaluados previamente con un kit comercial de origen
europeo.

Prueba de ELISA: Para el desarrollo de la prueba fueron utilizados los reactivos y metodo indirecto sugeridos en el Kit comercial
Microwell ELISAmate for Peroxidase Conjugate (KPL Cat. no. 5462-00).

Para }a determinacién de los valores los resultados fueron sometidos al anélisis estadisticos por medio de la prueba de Tukey
¢on intervalo de confianza del 95%.
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RESULTADOS

Gel de poliacrilamida:

Después de realizar la electroforesis en gel de poliacrilamida fueron visibles 9 bandas, que fluctuaron de los 10 kD a los 66 kD.
Para la prueba solo se consideraron aquellas bandas mayores a 30 kD, lo que corresponde a las proteinas del Mycoplasma
hyopneumoniae.

Reaccion cruzada con otras especies de Mycoplasma: La reaccidn cruzada del antigeno con otras especies de Mycopiasma, tales
como M. hyorhinis y M flocculare no fue detectada, como se observa en el Cuadro 1.

DISCUSION

El usode la prueba de ELISA (Hiix) es importante para el estudio epizootiologico de la Neumonia Enzoética y se constituye como
una estrategiadecontrol y erradicacion de laenfermedad. La pruebade ELISA Tween 20 (Hiix) se considera altamente especifica,
yaque nocruza serologicamente con Mycoplasma hyorhinis nicon Mycoplasma.Jlocculare aun en condiciones experimentales
como las sucitadas en el presente trabajo. El uso de sueros de campo para la valoracion de la prueba nos permitio tener datos
mas apegados alarealidad nacional, tomando en cuenta que los kits de diagndstico utilizados en el pais son importados y estos
utilizan como anigeno al Mycoplasma hyopenumoniae completo, lo cual nos puede dar reacciones falsas positivas.

Aunado a las condiciones econémicas del pais y de las dificultades para poder importar material biolégico de origen porcino,
se considera que esta prueba puede ser una alternativa viable para el diagnostico, control, prevencion y posible erradicacion
de la Neumonia Enzoética en las granjas porcinas del pais
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