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INTRODUCCION.

El aislamiento de Mycoplasma hyopneumoniae es dificil y complicado, de tal manera que se han puesto en practica pruebas de
diagnéstico para la deteccion del micoplasma en el pulmén . Tales pruebas son lade inmunofluorescencia, inmunoperoxidasa,
reaccion en cadena de la polimerasa, ELISA, sondas génicas. Sin embargo en los paises Europeos y en los Estados Unidos la
mas utilizada actualmente es la prueba de inmunofluorescencia. En nuestro pais estas técnicas no son muy conocidas y
recientemente han sido implementadas las de inmunofiuorescencia (IF) e inmunoperoxidasa (IP). (Cruz y cols 1994).

Ambas pruebas ( IF e IP ) tienen la cualidades de ser especificas y sensibles asi como de su alta correlacidn con el aislamiento
deMycplasma hyopneumoniae. Desde 1997, Bruggman reportd es uso de las tecnicas inmunoenzimaticas para la detectar al
micoplasma en pulmones e improntas pulmonares y Doster y Chang ( 1988) emplean el método indirecto de inmunoperoxidasa
haciendo una comparacién con inmunofluorescencia.

Es por ello que el presente trabajo tiene como objetivo fundamental evaluar y comparar la efectividad de ambas pruebas, la de
inmunofluorescencia e inmunoperoxidasa por el método directo.

MATERIAL Y METODOS

Muestras pulmonares.

Como control negativo se empleo un pulmén de cerdo de aproximadamente 3 meses de edad que no presentaba lesiones
pulmonares y que procedia de una granja libre de enfermedades respiratorias. Como control positivo se empleo un pulmén de
campo el cual en un estudio anterior habfa resultado positivo al aislamiento de Mycoplasma hyopneumioniae y a la prueba de
inmunofluorescencia.

Se obtuvieron 6 muestras pulmonares provenientes de una granja del estado de México. con problemas respiratorios,
perteneciente a lechones en etapa de destete, que presentaban lesiones sospechosas de Neumonia Enzoética., asi como una
del estado de Monterrey y dos de Puebla. Los pulmones provenientes del Estado de México fueron conservados en crioprotector
(Tissue-Tek) a -20 C y los de Monterrey y Puebla fueron enviados a nuestro laboratorio en congelacién.

A todos los pulmones se les aislo Mycoplasma hyopneumoniae y se identificaron por pruebas de inhibicion del crecimiento y
pruebas metabolicas especificas para cada caso.

Conjugados.

Para las pruebas fueron empleados los conjugados de Mycoplasma hyopneumoniae para inmunofluorescencia denominado
BEEN-EK einmunoperoxidasa denominado CHAK-EK que han sido elaborados en la Facultad de Estudios Superiores Cuautitian.
Los conjugados fueron utilizados a una dilucién éptima de trabajo de 1: 16 y 1: 8 respectivamente .

Preparacién de las muestras.

Todas las muestras fueron cortadas mediante el uso del microtomo criostato { American Optical) de un espescrde cortede 8
micras. posteriormente fueron fijadas con acetona a -20 C durante 10 minutos y congeladas a -20 C hasta el momento de su uso.
Se realizaron prepararciones que contenian por lo menos dos cortes en cada laminilla procurando siemple incluir bronquio.
Técnicas de inmunofluorescencia e inmunoperoxidasa.

Se manejaron muestras pareadas para la utilizacién de los conjugados, para ambos conjugados se siguio la metodologia
utilizada por Cn~z y cols (1993 y 1994), empleando en ambos casos el método directo.

Para la lectura de las muestras de inmunofiuorescencia estas se realizaron en un microscopio de fluorescencia (Carl Zeiss) y
las muestras deinmuoperoxidasa en uno 6ptico (Olimpus). En ambos casos las lecturas se realizaron por tres diferentes técnicos
especializados, bajo el esquema de doble ciego.

RESULTADOS Y DISCUSION. Los resultados obtenidos de la lectura de las muestras pulmonares se encuentran en el Cuadre
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CUADRO 1. COMPARACION ENTRE FLUORESCENCIA E INMUNOPEROXIDASA
EN LOS PULMONES ESTUDIADOS.

Controles
Prueba Positivo* Negativo Muestras de Campo
+=2-3'4 567 %
Inmunofluorescencia + - b al nenGobinE Sep Sshonsk
Inmunoperoxidasa + - e b e g i A
Aislamiento + - + + + + + 4+ + +

- Positivo al aislamiento de M. hyopneumoniae y a fluorescencia en estudio anterior.
Los datos fueron analizados por el método de Tukey, con un 95 % de confianza, encontranose
los grupes homogeneos.

Como puede apreciarse los controles tuvieron los resultados esperados. Sin embargo al realizar la pr~leba con las muestras
de campe estas tuvieron un comportamiento como el rteportado por Doster y Lin (1988), donde obtienen mayor numero de
positivos afapruebade peroxidasaque alade inmunofluorescencia. En otrotrabajo parecido Sorensen y cols (1994) al comparar
cuatro metodos de deteccion de antigeno de micoplasma en el pulmén como son aislamiento, inmunofluorescencia, PCRy una
prueba de ELISA para detectar el micoplasma en lavado bronquial, encuentran que los resultados son iguales. Es por ello que
no es de extrafarse en los resultados de este trabajo. Esta técnica ya se esta empleando en otras enfermedades del cerdo en
México tales gomo la Enfermedad de Aujesky. Es por eso que se considera que la prueba de inmunoperoxidasa viene a ser una
buena alternativa en el diagndstico, ya que esta reduce costos, al realizar su lectura en un microscopio dptico.
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