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INTRODUCCION

El aislamiento e identificacién de micoplasmas porcinos resuita diffcil y tedieso. Para la identificacién de los micoplasmas
se emplean pruebas bioquimicas e inmunolégicas. Dentro de las pruebas bioquimicas se emplean ladigitonina, produccién
de peréxido de hidrégeno, fermentacién de la glucosa, hidrélisis de la urea y arginina entre otras. Entre las pruebas
inmunolégicas estan las pruebas de inhibicion de crecimiento, inhibiciéon metabédlica y técnicas de epifluorescencia. Sin
embargo, estas pruebas requieren de gran cantidad de material, tiempo de realizacion y largos periodos de incubacién y es
por eso, que desde la década de los setentas se habia propuesto una técnica de inmunofluorescencia en papel filtro para
la identificacién rapida de M. hyopneumoniae (Armstrong, 1977). Recientemente se han introducido las técnicas
inmunoenziméticas en papel de nitrocelulosa como lo demuestran Domenech y cols. (1893) con la misma eficiencia de las
pruebas bioquimicas e inmunoidgicas.

Basandonos en el método utilizado por Armstrong (1994) y empleando el conjugado de inmunoperoxidasa desarrollado en
la FES Cuautitlan, el objetivo del presente trabajo es implementar una técnica para la identificacién rédpida de cultivos de M.
hyopneumoniae. :
MATERIAL Y METODOS

Cepas demicoplasmas: Setrabajé conlas siguientes cepas dereferencia: Mycoplasma hyopneumoniae cepa 194 (proporcionada
por el Dr. Ross, Universidad de lowa), Mycopiasma flocculare cepa Ms42 (proporcionada por el Dr. Pijoan, Universidad de
Minnesota) y Mycoplasma hyorhinis (proporcionada por el National Veterinary Services Laboratories (NVLSL, Ames, lowa).
Conjugado de Peroxidasa: Se empleé un antisuero porcino conjugado con peroxidasa contra

Mycoplasma hyopneumoniae, elaborado en los laboratorios de la Coordinacién General de Estudios de Posgrado de la
Facultad de Estudios Superiores Cuautitlan denominado CHAK-EK, en ladilucién éptima de trabajo. ( Cruz y cols., 1994). Para
el revelado se utilizé ABTS ( 2,2 -azino-bis(3-ethylbenzthiazoline-6sulfonic acid, KPL, London).

Medio de cultivo: Se empled medio de Friis de acuerdo a Friis (1975).

Controles negativos: Se emplearon como controles negativos suero normal de cerdo y meio de Friis sin inocular.

El procedimiento tomado y modificado de Armstrong (1994) seguido para la identificacién se se ilustra a continuacién:
RESULTADOS Y DISCUSION

Al realizar la técnica se observé que la reaccién de color solo se observo en el papel impregnado con la cepa M.
hyopneumoniae 194 y no se detecté en los otros papeles impregnados con M. hyorhinis yA~flocculare. La reaccién aparecid
inmediatamente al adicionar la solucién reveladora. En el caso de los controles negativos, estos quedaron incoloros.

En la forma rutinaria de aislamiento se realiza un macerado del pulmén y se inocula en medio liquido de Friis en donde se
realizan diluciones logaritmicas y se incuba aproximadamente 10 dias. Posteriormente se siembra en medio sélido y se
incuba otros 7 dias. De aqui se buscan colonias sospechosas de micoplasma por su morfologia y se vuelve a realizar una
siembra en medio liquido para posteriormente hacer una ditima resiembra en medio sélido, y es hasta este momento es que
se inicia la identificacién bioquimica o inmunolégica, tardando todo este proceso un promedio de 20 a 30 dias.

Con el procedimiento descrito acortamos el tiempo hasta la mitad, ya que del paso de laresiembra del medio sélido del primo
aislamiento al medio liquido son aproximadanete 15 dias mas dos horas que lleva realizar la prueba. Otra ventaja es que
podemos descartar el uso del microscopio de fluorescencia y ver la reaccidn a simple vista. Esta prueba puede hacerse mas
versatil por el método indirecto, como lo marca la técnica original, al contar con antisuerocs de conejos para los otros
micoplasmas porcinos, ya que nos puede identificar con especificidad el tipo de micoplasma porcino involucrado en una
muestra como lo han demostrado varios autores.

Es por ello que se considera este método de gran utilidad para la identificacion de M. hyopneumoniae
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