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INTRODUCCION

Los problemas neuménicos causan enormes pérdidas econdmicas a la porcicultura nacional, siendola Neumoniaenzodticauna
afeccién de gran relevancia en este rengién. La Neumonia Enzoédtica es una enfermedad crénica respiratoria producida por
Mycoplasma hyopneumoniae y en México se ha encontrado una incidencia del 20 al 80 % determinada por patologia de las
lesiones neumdnicas (Ciipridn y cols 1982, 1988).. Es pese al enorme impacto econémico la Neumonia Enzodtica es una entidad
patolégica poco estudiada en nuestro pais, donde el diagnéstico sélo se realiza mediante la evaluacién de los signos clinicos
y las lesiones posmortem, ya que no se dispone de pruebas de diagnéstico ya sea por su costo o porque no hansidodesarrolladas
en nuestro pais. Desde hace tiempo tanto en Europa con en estados Unidos se viene trabajando la Prueba de ELISA lacual en
un pricipio tuvo problemas de especificidad ya que daba reacciones cruzadas entre los micoplasmas porcinois importantes, y
es cunado Nicolet y Paroz (1980) introducen la prueba ELISA Tween 20 la cual mostré vino aresolver alguno de estos problemas.
Actualmente la obtencién del antigeno ha sido mejorada como lo demuestran Kazama y colaboradores (1989). Recientemente
se ha introducido un prueba de ELISA competitiva mediante el uso de anticuerpo monoclonal especifico ( Barfod y cols. 1994).
Sin embargo, laimportacién de reactivos y kits comerciales para el diagnéstico inmunologico es dificil debido alas resticciones
sanitarias. Por ello en la Facultad de Estudios Superiores Cuautitian fué creado el Proyecto Inmunodiagnéstico de laNeumonia
Enzodtica, que tiene la finalidad el desarrollo de métodos de diagndstico y de personal capacitado para diagnosticar esta
enfermedad (Cruz y cols.1994). Este trabajo es parte de ese proyecto y tiene la finalidad de ensayar una prueba seroldgica de
ELISA Tween 20 y compararla con una prueba de ELISA comercial utilizada en nuestro pais.

MATERIAL Y METODOS

Sueros.

El control positivo es un suero hiperinmune de 1\~ hyopneumoniae que fué 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 fuerén sueros cerdos SPF. Para lacomparacion de las pruebas se utilizardn 52 sueros negativos y 27 sueros
positivos donados por el Q.B.A. Abraham Massa . los cuales fuerdn evaluados previamente en un Kit comercial de origen
europeo.

Prueba de ELISA

Parael desarollode la prueba de ELISA fué utilizado el antigeno Tween 20 (Hixx) elaborado en la Facultad de Estudios Superiores
Cuautitlan, asi como los reactivos y la metodologia empleada fue la sugerida en el Kit comercial Microwel ELISAmate for
Peroxicase Conjugate (KPL), para llevarse a cabo cualquier tipo de determinacién por ELISA.

Ladilucidn dptima y concentracion del antigeno fué determinada previamente asi que cada pocillo de las placas de poliestireno
fué sensibilizada con 100 microlitros del antigeno con 20 ng de proteinadurante toda lanoche a4° C. Las muetras de suero fuerén
diluidas previamente en 1: 100 y adiciondas a las placas. Después de 1 hora de incubacién a temperatura ambiente fuerén
lavadas.

Se les adiciond 100 microlitros de un conjugado anti-lgG porcino de conejo marcado con peroxidasa (Sigma-Immunochemicals)
aunadilucién de 1:2000. Después de 1 horade incubacién fué lavadala placay se adicioné una solucion de sustrato consistente
en ABTS y peréxido de hidrégeno; después de 15 minutos la reaccion fué detenida con acido sulftrico 3N. Se hizo lectura de
las placas a una absorbancia de 405 nrn. Para la comparacion de los resuitados se utilizd la prueba estadistica de X2.

RESULTADOS

En la titulacidn de los sueros se observé que el suero de animales S.P.F. el rango fue de 0.0 a 0.667 y el rango del suero
hiperinmune contraMycoplasma hyopneumoniae fue de 1.024 a 1.552. En este trabajo para considerar un suero positivo y
negativo se determinaron los rangos de 0.803 a 1.124 y de 0.391 a 0.625 respectivamente. De esta manera fueron comparados
con los resultados del kit comerclal.

Los resultados obtenidos por el estudio esadistico se muestran en la siguiente tabla, donde se puede apreciar que
estadisticamente no hubo diferencias entre las ambas pruebas.




CUADRO 1. Deteccion de raeccion cruzada entre el antigeno Tween 20 (Hiix) y otras
especies de micoplasmas porcinos.

Suero Lectura de Densidad Optica (405 nm)
SPF 0.078
Anti
Mycoplasma hyopneumoniae 1.335
Mycoplasma hyorhinis 0.011
Mycoplasma flocculare 0.150

Determinacion del valor negativo

El total de los sueros tanto negativos como positivos fueron sometidos a la prueba de Tukey. El
valor negativo de los sueros de campo fue determinado en un rango de 0.391 a 0.625, mientras que
los positivos se encontraron dentro de un rango de 0.803 a 1.124, también se observo que el rango
para los sueros de animales S.P.F. fue de 0.0 a 0.667 y el rango del suero hiperinmune contra
Mycoplasma hyopneumoniae fue de 1.024 a 1.552, como lo muestra la siguiente tabla.
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TABLA 1 RESULTADOS DE LA PRUEBA X’

Clase Resultado Esperado Resultado Observade Desviacion O-E* O-E/E

Positivo 27 29 2 E 148

Negativo 52 50 -2 4 076

Total 79 79 224
GL=1

DECISION: No existe diferencia entre las pruebas.

DISCUSION.

La prueba ELISATween 20 (Hixx) utiliza un antigeno altamente especifico, que no da reaccién cruzada con otros micoplasmas
presentes en los cerdos; en cambio en la prueba comercial se utiliza como antigeno un preparado de células completas, lo que
le puede restar especificidad. Sin embargo al comparar los resultados obtenidos por ambas pruebas, se observa que no existe
diferencia entre ellas.

La prueba ELISA Tween 20 (Hiix) tiene la ventaja de que es desarrollada en México, por lo tanto su costo es menor, evitindose
asi la importacién . Lo que da la posibilidad de que en un futuro se ponga comercialmente a disposicién de los laboratorios de
Diagnéstico Veterinario y de porcicultores nacionales.
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