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INTRODUCCION.

LaNeumonia Enzoética es unaenfermedad crénicarespiratoria causada por Mycop/asma hyopneumoniae, Para. su diagndstico
se puede realizar el aislamiento e identificacion bioquimica, aunque resulta dificil y tedioso, por lo cual se ha recurrido a la
utilizacion de procedimientos inmunolégicos para su identificacion mediante las pruebas de inhibicién de crecimiento e
epifluorescencia. Dentro de estas pruebas estan la prueba de Fijacién de complemento y ELISA Tween 20. También puede
detectarse al micoplasma en tejido pulmonar mediante pruebas de inmunofluorescencia, sondas génicas y PCR. A pesar de que
la enfermedad se encuentra ampliamente distribuida en el pais, existen pocos recursos para su diagnéstico ya que en la
actualidad solo se puede realizar mediante la observacion de lesiones macroscopicas y microscépicas. aunque recientemente
se han introducido kits comerciales para su diagnostico serolégico. Uno de los objetivos de este trabajo es la produccién de
sueros hiperinmunes que puedan ser utilizados en la deteccion del micoplasma en el puimén mediante las técnicas de
inmunofluorescencia o inmunoperoxidasa, asi como la identificacion de colonias o cultivos mediante las pruebas de inhibicion
de crecimiento, Epiinmunofluorescencia e inmunoperoxidasa.

MATERIAL Y METODOS. Animales.

Para la produccién de suero hiperinmune se emplearon los siguientes animales: tres cerdos S.P.F. proporcionados por el
Instituto Nacional de Investigacién Agropecuaria y Forestal (INIFAP-SARH), Palo Alto y 15 conejos nueva Zelanda de
aproximadamente 1.5 kg, proporcionados por el Médulo de Conejos del Centro de Ensefianza Agropecuaria de Ia Facultad de
Estudios Superiores Cuautitlan, U.N.A.M

Todos los animales fueron seronegativos a M. hyopneumoniae, M. flocculare, M. hyorhinis, Actinobacilius pleuropneumoniae
~ serotipos 1,3,5, 7) y a Pasteurella multocida tipo D.

Antigenos de M. hyopneumoniae y M. flocculare.

Se empleo como antigeno la cepa 194 deMycoplasma hyopneumoniae donada por el Dr. Ross de la Universidad de lowa. Asi
también fue utilizada la cepa de referencia de Mycoplasmaflocculare Ms42 donada amablemente por el Dr. Carlos Pijoan de la
Universidad de Minnesota.Para la produccion del antigeno de ambas cepas se siguio el proceso sugerido por Nicolet (1980).

Calendarios de Inmunizacion. Cerdos S.P.F: Para la inmunizacién se siguio el calendario sugerido por Young y Ross ( 1987).
Conejos: Debido a que la bibliografia sefiala varios calendarios se tomé la decision de evaluar cinco formas de inmunizacion
sugeridos por Klinkert y cols. (1985), Janson R. (1974), Williams y Taylor Robinson (1967), Ciprian (1978) Y Pijoan (1973).
Después de concluir los calendarios de inmunizacién los animales fueron anestesiados y se obtuvo su sangre por puncion
cardiaca, la sangre asi obtenida fue depositadaen frascos estériles durante 24 hrs a 4 C, seguidamente el suero fue centrifugado
y depositado en alicuotas y conservado a -20C hasta el momento de su uso.

Titulacion.

Paralatitulacion seempleclapruebade ELISA Tween 20 (Hiix) desarrolladaen la Coordinacion General de Estudios de Posgrado
de la Facultad de Estudios Superiores Cuautitlan para su aplicacién en el cerdo y su modificacién para su uso en el conejo. Se
utilizaron microplacas de poliestireno sensibilizadas con el Antigeno Tween 20 (Hiix) de Mycop/asma hyopneumoniae en donde
se realizaron diluciones dobles del suero. Después de 1 hr de incubacién a temperatura ambiente fueron lavadas. Se adiciond
100 microlitros del conjugado anti IgG porcino de conejo marcado con peroxidasa { Sigma)para los sueros porcinos y anti igG
de conejo de cabra marcado con peroxidasa (Sigma) para los sueros de los conejos a una dilucion 1 :2000 y 1: 3200
respectivamente. Despues de 1 hrde incubacion fue lavada la placa y se adiciond una solucion de sustrato ABTS ( KPL) despues
de 25 minutos la reaccidn fue detenida con acido sulftrico y las placas fueron leidas a 405 nm. Para el caso del antisuero de
Mycoplasmaflocculare se empled el mismo procedimiento solo que las placas fueron sensibilizadas con antigeno completo de
la cepa de m. focculare cepa Ms42.




RESULTADOS Y DISCUSION.
El titulo de los sueros hiperinmune porcino y de los conejos bajo diferentes protocolos de inmunizacién utilizados fueron los
siguientes:

TITULOS DE ANTICUERPOS OBTENIDOS DE LOS DIFERENTES PROTOCOLOS DE
INMUNIZACION UTILIZADOS EN LOS CERDOS Y CONEJOS
Animal No. de Animales Promedio del titulo de anticuerpos.

Antisuero contra M. flocculare
Cerdo 1 1: 2046

Antisuero contra M. hyopneumoniae

Cerdo 2 1:2046

Congjo

Protocolo
1 5 1: 5374
2 2 1: 1024
3 2 1: 768
4 3 1: 2046
5 3 1: 2046

Los antisueros producidos en los cerdos de los dos antigenos en promedio tuvieron un titulo de 1 :2046, no detectandose
reaccion cruzada con los sueros porcinos para los dos micoplasmas. . Asi mismo para el caso de los conejos los protocolos
4y 5 resultaron significativamente mejores en la produccién de antisuero obteniendose titulos recomendados por otros autores
para su utilizacion en las tecnicas indirectas de inmunofluorescencia o inmunoperoxidasa para la deteccion del micoplasma
en tejido pulmonar, asi como la identificacion de 1~ hyopneumoniae y M. Jiocculare a partir de cultivos mediante las pruebas
de inhibicién de crecimiento e epifluorescencia

Con este procedimiento se puede establecer ya un protocolo de trabajo de inmunizacién y titulacién para la obtencién de
antisueros de buena calidad que puden utilizarse como sueros de referencia para pruebas como EUSA, fijacién de complemento,
asi como ser la base de la preparacién de conjugados para el diagnéstico en México de la Neumonia Enzodtica.
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