DE MEXICO

FACULTAD DE ESTUDIOS SUPERIORES
CUAUTITLAN

“DESARROLLO DE UNA PRUEBA ELISA-DOT
TWEEN 20 H-H PARA EL DIAGNOSTICO DE
Mycoplasma hyopneumoniae EN CERDOS”

T E S T S

QUE PARA OBTENER EL TITULO DE:
QUIMICA FARMACEUTICA BIOLOGA
P R E s E N T A

HILDA CORDOVA REYEROS

ASESORES: M. EN C. EDGAR AGUILERA CERON
M. EN C. TONATIUH A. CRUZ SANCHEZ
OR. ABEL CIPRIAN CARRASCO

CUAUTITLAN IZCALLI, EDC. DE MEXICO. 1999,

TESIS CON 168l
FALLA DE ORIGEN




e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



- FACULTAD DE ESTUDIOS SUPERIORES CUAUTITLAN
© .~ UNIDAD DE LA ADMINISTRACION ESCOLAR
DEPARTAMENTO DE EXAMENES PROFESIONALES

nvur.mo NAQIONA[. ASUNTQ: VOTOS f%(i?iTORlOS

AVFNeMA DE FAZULTAD 2€ E5TuMis

MERIcO |
q SLPEANIRES CLAUTIM &

DR, JUAN ANTONIO MONTARAZ CRESPO
DIRECTOR DE LA FES CUAUTITLAN :
PRESENTE it

Exrdmnanar £y, talaslor.cis

ATN: Q. Ma. del Carmen Garcia Muarcs
Jefe del Departamento de Examenes
Profesionales de la FES Cuautitlan

Con base en el art. 28 del Reglamento General de Examenes, nos permitimos comunicar a usted

que revisamos la TESIS:
. "Desarrcllo de una prueba ELISA-DOT Tween 20 H-H para el

diagndstico de Mycoplasma hyopneumeniae en cerdos®

qué presenta __la pasante;_Hilda CSrdova Reyeros
COR Minmiero de cuenta;  9256265-9 para obtener ¢l TITULO de:
Quimica Farmacéutica Bidloga,

Considerando que dicha tesis redne los requisitos necesarios para ser discutida en el EXAMEN
PROFESIONAL correspondiente, otorgamos nuestro VOTO APROBATORIQ

ATENTAMENTE. ‘
*POR MI RAZA HABLARA EL ESPIRITU"
Cuautitlén Izcalli, Edo. deMéx.,a_ 11 de piciembre de 199 5

PRESIDENTE M. en C. Clara Ines Alvarez Manriquez. Opa'rl- ) :.‘.;4 @vw{ LU

. ) '/1 J
. VOICA.L Q.F.B. Martha P, Campos Pedn ;

SECRETARIO M.en C. EdGar Aguilera Cerdn

PRIMER SUPLENTE vra. Susana E. Mendoza Elvira &;&Lm uL (ql:/

SEGUNDOQ SUPLENTEM.V.Z. Angel G. Martinez Sosa éﬁb‘f 4.9 ( é%; ! .




 AGRADECIMIENTOS

A DIOS por estar presente en los momentos
mas dificiles de mi vida y por permitirme existir.
Siempre me cuidas.

TE AMO,

A mis padres Alfredo e Hilda por su amor
y apoye incondicional, gracias por hacer
de mi la mujer que soy; este es resultado
de su herencia.

LOS AMO

A mis hermanos Fredy y Jorge por su compafiia
y comprensidn; este trabajo les pertenece.

LOS AMO.



A mi prima Jesey por su apoyo en la realizacién
de este trabajo y por alentarme a seguir adelante.
TE QUIERC MUCHO.

A mi amiga Heidi Amezcua por su amistad y compafiia
durante toda la carreray mas.
TE QUIERC MUCHO.

A mi amiga Miroslava Barrera por sus consejos y buenos
deseos para con mi vida,
TE QUIERO MUCHO

Amis abuelitas Dulce y Lupita por ser la semiilla de mi
familia.
LAS QUIERO MUCHO

A mis abuelos Alfredo y Cudberto que aunque no tube el
placer de conocerlos, les vivo agradecida.
LOS EXTRANO

Alas familias Cérdova, Reyeros, Lépez, Martinez, Hernandez
y Fragoso por ser testigos de mi suefio hecho realidad,



A mi agesor Edgar Aguilera Cerdn por tener siempre una
respuesta a todas mis dudas.

Al maestro Tonatiuh Cruz por su apoyo, interes y ganas
por que este trabajo resultara.
Gracias de todo corazén.

Al Dr. Abel Cipridn Carrasco por permitirme pertenecer al
grupo de posgrado y proporcionarme todo lo necesario
para la realizacidn de este trabajo.

Ala Dra. Susana E. Mensoza Elvira por ser un claro ejemplo
de lo que una mujer puede lograr, la admiro muchisimo.

Al maestro Frank Diaz por su apoyo y consejos.

Al maestro Oscar por su disposicién y éptimismo de resolver
Tedos los roblemas por mas dificiles que estos sean.




A mis compatieros Rogelio Montoya, Carlos Quezada,
Erika Rodriguez, Teresa Pichardo, Edgar Romero,
Guillermo Montoya y Cesar Diaz por compartir momentos
muy agradables en mi vida.

NUNCA LOS OLVIDARE.

A mi amigo Jesiis Herrera Barbosa por presionarme para
cumplir este objetivo.
INTERNET ES EL CULPABLE DE HABERTE CONOCIDO.

A Juan Camarena Navarro por impulsarmie y permitirme
crecer; aunque ¢l precio haya sido perderte.
L —



INDICE Pag.

| INTRODUCCION.......cooeeeeceeeeeeteeee et eee et saeaasssnssas s smeereeseeeemsas s eeessarne 2
1.1 Ciasificacion de los MOlliCUtes ..o 3
1.1.1 Caracteristicas qenefalesde ios Mollicutes .. FE SRR - |
1.2 Neumonia enzodtica .. OO PU POV .
1.2, j 6
1.2 o 7
1.2 8
1.3 Estructura de Mycoplasma AyOpnetmoniae ..........cccecoeinvinneenniesnececrrnnn 9
1.3.1 Cultivo e ilentificacion de Mycopdasma hyopneumoniae .......................... 10
1.3.2 Diagnéstico de Mycopliasma hyopneumoniae ...............cce.veeeeeeeecnecuneens 1
1.4 Enzimoinmunoensayo (DOT-ELISA) ...t 13
1.5 Dot-Enzimoinmunoensayo (DOT-ELISA)........ccooecevencenncnn s ccrerenens 15

2.1 ODJOVO GENBIAL ... et 17
2.2 Objetivos pariCUlanes ... 17
il METODOLOGIA ...ttt s asacarssas s et cacae s e s st eneressnssnn 18

3.1 Cultivo de Mycoplasma hyopneumoniae y obtencion de! Antigeno Tween 20 18
3.2 Estandarizacion de la Técnica RLISA-Dot Tween 20 H-H para la detemina-

CiOn de Mycopiasma DYOPIGUMONIR ..............ccouoviuiuiircceecreeereaaeaereseneecemeneas 18
3.3 Determinacion de Mycoplasma hyopneumoniae en 100 sueros de campo

por el método ELISA-Dot Tween 20 H-H... .21
3.4 Determinacion de Mycoplasma hyopneumomae en 100 3ueros de campo

por el método (Chekid Hyoptest), prueba comercial ..., 22
3.5 identificacion de Ia proteinasdeIAntlgeno Tween 20yde Iapmeba

comercial en geles de poliacrilamida.... e 24
IV  RESULTADOS Y OBSERVACIONES ..o 27
Vo DISCUSION ...t ra ettt ren 40
VI CONCLUSIONES ...ttt e 48
ANEXD .ottt et s b et st st e e na e s en s e 47
GLOSARIO ...t e ee et ettt eman st e es e ene 49




RESUMEN

La Neumonia Enzodtica es una enfermedad infecciosa producida por ei
Mycoplasma hyopneumoniae que es un microorganismo que afecta el tracto
respiratorio de los cerdos, esta infeccion se caracteriza por tos, pérdida de peso y
baja mortalidad. Es una de las enfermedades que mas dinero cuestan af porcicultor, y
no soio por los animales que se mueren, sino ademas por i0s que quedan como
enfermos crénicos ya que la pérdida de peso en estos es muy significativa; asi como
el gasto de medicinas, alimento, efc.

El Mycoplasma hyopneumoniae penefra por el aire inspirado y coloniza el epitelio
ciliado del rea traquecbronquial; entre cerdo y cerdo se puede transmitir por contacio
de narices. Todo esto se ve favorecido por factores predisponentes como son el
destete, el transporte de los animales, los cambios de corral, la falta de agua y
aiimento , humedad del piso, cambios de temperatura y un diagndstico inoportuno
(33).

Este trabajo tiene la finalidad de ensayar una prueba serolégica de ELISA-DOT
para el diagnistico de Mycoplasma hyopneumoniae, la cual sea sensible, especifica,
rapida, econdmica y facil de ufilizar. Para esto se obtuvo el Antigeno Tween 20 a
partir de un cultivo de Mycoplasma hyopneumoniae; se fij6 a membranas de
nitrocelulosa, se estandarizaron las condiciones de trabajo por e método de ajedrez y
se nombré como método de ELISA-DOT Tween 20 H-H. Posteriormente se evaluaron
100 sueros de cerdos provenientes de los estados de Tabasco, Michoacan y Yucatan.
Los resultados fueron comparados con una prueba comercial obteniéndose una
comelacion del 41%, una sensibilidad y especificidad comparativa de! 100% vy 8.3%
respectivamente.

En base a estos resultados se observa que existen diferencias entre ambas
pruebas; estas diferencias se atribuyen a reacciones inespecificas causadas por el
tipo de proteinas que presenta el Antigeno Tween 20, estas proteinas fueron
identificadas por medio de una electroforesis en gel de poliacrilamida.



De tal manera se concluye_ que la prueba ELISA-DOT Tween 20 requiere de una
purificacién del Antigeno Tween 20; asi como de mas ensayos para ofrecerla como
método de diagnéstico rutinario.

-  INTRODUCCION

Las neumonias son una de las enfermedades que mas dinero le cuestan al
porcicultor, y no solo por 08 animales que se mueren, sino ademas por 10s que
quedan como enfermos cronicos, debido a la baja ganancia de pesc el gasto en
medicinas curativas, tanto inyectadas como en el agua de bebida, la mano de obra, €
costo def velerinario, efc. (33,38)

Entre las diversas etiologias que provocan trastomnos respiratorios; Mycopiasma
hyopneumoniae , s & principal factor de inmunosupresién para el tracto respiratorio
en cerdos y se encuentra practicamente en todas las granjas del pais; es el
responsable de la Neumonia Enzodtica, que si bien no provoca muertes, si una baja
en el crecimiento de los animales hasta en 37.5 gr diarios por cada 10% de pulmén
afectado, (11,33)

Existen una gran variedad de métodos de diagndstico para Mycoplasma
hyopneumoniae sin embargo es importante implantar un método de diagnostico que
cubra las siguientes caracteristicas: rapido, especifico, sensible, econdmico y fécil de
utilizar. Esto con el objetivo de que el mismo porcicultor tenga la capacidad de
diagnosticar la enfermedad y proporcionar un tratamiento adecuado y oportuno para
evitar grandes pérdidas econdmicas en la granja. (8,11)

Recientemente se han elaborada los conjugados para la deteccion de Mycoplasma
hyopneumoniae en pulmon como son los de fluorescencia y peroxidasa, en la
Coordinacion de Estudios de Posgrado de la Facultad de Estudios Superiores
Cuautitlan, U.N.AM. (9)




Asi mismo fue desarroliada una prueba de ELISA indirecta para la deteccién de
anticuerpos contra el Micoplasma, mediante el uso de un antigeno especifico como es
el Antigeno Tween 20, mostrando su utilidad. (21)

Sin embargo estas pruebas son de uso de laboratorio. En otras enfermedades
como pleuroneumonia contagiosa porcina 0 micotoxinas se pueden diagnosticar en
condiciones de campo mediante el empleo del mélodo de ELISA-DOT, teniendo ias
ventajas de ser rapida, confiable y facil de realizar. Es por elle que el presente trabajo
es un ensayo para la aplicacién de la prueba ELISA-DOT en el Diagnéstico de la
Neumonia Enzéotica, la cual no existe hasta el momento.

1.1.- CLASIFICACION DE LOS MOLLICUTES

La clasificacidn més comun de los Mollicutes fue establecida por Edward y Freundt
en 1956 (14), ésta consistid en una sola familia Mycoplasmataceae, con un solo
género Mycoplasma y 15 especies. En la actualidad ésta ciasificacion fue
gradualmente expandida por la adicién de nuevos Géneros, Familias y una sola clase
de Mollicutes que proviene del latin mollis (suave) y cutis (piel).

La ciasificacién mas actual es la siguiente: (30,31)
Género 1: Mycoplasma

Fam 1 Mycopiasmataceae { 92 especies)
ORDEN 1 Mycoplasmatales Mycopiasma hyopheumoniae

Género 2: Ureoplasma

Fam 2 Spiroplasmatacese Género: Spiropiasma

ORDEN 2 Acholeplasmalales

ORDEN 3 Anaeroplasmatales



11.1.- CARACTERISTICAS GENERALES DE LOS MOLLICUTES

Existe cuatro caracteristicas comunes generales que tienen o Molficutes:
1} carecen de maquinaria genética para formar una pared celular en un medio de
cultivo, 2) las colonias tienen forma de huevo estrellado ¢on un didmetro entre 0.01 a
1.0 mm en e medio con agar, 3) son filtrables y 4) se ha observado que en la
superficie de los pulmones suelen revertir su pared celular . (3,30,50)

La morfologfa de los Mollicutes en medio liquido varia entre cocoide, pleomérfica y
formas filamentosas dependido de su especie. Su reproduccién es por fisién binaria.
Su naturaleza flexible y su pequefic tamafio permite el paso através de membranas
con un poro de 0.22-0.45 um de didmetro. Las colonias de Mycoplasmas tienen un
rango entre 0.1 a 1.0 mm de diametro.(3,30,40)

Los Mollicutes son gram negativos, pero se tifien muy pobremente por lo que se
récomiendan olros métodos de tincién como son por Giemsa o tincién de
Rumanowsky. (3)

Los Mollicutes estidn encerrados en una membrana plasmal compuesta por
proteinas , glicoproteinas, glucolipidos y fosfolipidos. Por microscopia electrénica se
ha observado la presencia de un citoesqueleto y una estructura terminal
especializada. Estas estructuras son las responsables de la motilidad y adherencia en
la membrana de la célula banco. (3,30)

Similar a2 otros procariotes los Mollicutes poseen un genoma de DNA de dobie
filamento. Los genomas de las especies de Mycoplasma son los mas pequefos
pesan sobre 500 a 750 kd. (3,30)

Muchos Mollicutes son organismos fastidiosos que requieren un complejo con
suplementos basales como suero y extractos de levadura para su crecimiento. Acidos
grasos insaturados y acidos precursores son factores esenciales de crecimiento.
(3,30




Todos los Mollicutes del' género Mycoplasma requieren colesterol para su
crecimiento el cual es obtenido de sueros de caballo o de sueros con alto contenido
de colesterol. El pH Sptimo para el crecimiento de Micopiasma es de 7.5, con una
temperatura entre 37 y 39 °C. Los Mollicutes son aerobios facultatives o
microaerofilicos.(3,30,40)

Muchos Mollicutes usan glucosa o arginina; o ambas como fuente de energia.
Algunos obtienen su fuente de energia por la oxidacién de Acidos grasos o por
metabolismo de carbohidratos de cadena corta. Solo Ureoplasma metaboliza urea por
via de la ureasa.(3,40)

Los Mollicutes son sensibles a compuestos que bajan fa tension superficial como;
jabones, amonios cuatemarios y Tween. E! jodo y compuestos fenolados los
destruyen completamente. Son generalmente resistentes al acetato de talio y a la
clasica penicilina, (éste anfibiftico intedfiere en la sintesis de la pared celular) sin
embargo son sensibles a antibidticos que interfieren con los aminoécidos, &cidos
nucieicos y metabolismo de esteroles. Son altamente susceptibles a sueros inmunes
in vitro.(3, 38, 40) '

1.2.- NEUMONIA ENZOOTICA
ANTECEDENTES
En la antigbedad se creia que el agente causal de la Neumonia Enzodtica era un

virus, pero en 1965 fue aislado y demostrado que el Mycoplasma es una bacteria la
cual causa la Neumonia en cerdos esto en E.U. (31)




Las pruebas de diferenciacion fueron las siguientes (30) :

Mycoplasma | Bactera |  Virus
[PARED NO | SI !  NO
[TAmaRic 03um | 12um | <D5um
PROPAGACION EN
MEDIO LIBRE DE CEL si | Sl I NO
IREQUIERE ESTEROLES [ 1 wNO { NO
(GAMA ESTRECHA DE
ESPECIFICIDAD HOSPEDERO NO ] w~o | sl
RESISTENCIA A ANTIBIOTICOS
QUE ACTUAN EN SINTESIS DE
PROTEINAS NO ] NO | ]
RESISTENCIA A ANTIBIOTICOS
QUE ACTUAN CONTRA PARED ] I NO | St

El nombre Mycoplasma fue derivado por la combinacion del griego mykes (hongo)
y plasma (por algo formado o moideado). (14)

El agente etioldgico primario de la Neumonia Enzodtica es el Mycoplasma
hyopneumoniae, en todo el mundo es una de las enfermedades asociadas a la
pérdida de produccion en cerdos.(23, 37)

1.2.1.- DEFINICION

La Neumonia Enzodtica es una enfermedad infectocontagiosa del tracto
respiratorio de los cerdos, caracterizada por tos, pérdida de peso y ata morbilidad;
debido a la asociacién de Mycoplasma hyopneumoniae con otros microorganismos
como son Pasteurelfa multocida y Actinobacillus pleuropneumoniae. (33,42)



1.22.- PATOGENIA

Los animales se pueden infectar mediante ia inhalacitn, por aerosol, de particulas
producidas por los animales que al toser dispersan grandes cantidades de células de
Mycoplasma hyopneumoniae, o por contacto de narices. Las particulas pueden
penetrar muy profundamente en el tracto respiratorio creando lesiones irreversibles.
(20)

Se ha determinado que los Micoplasmas pueden provocar lesiones pulmonares
como consecuencia de su accion directa sobre fas céllas y !a respuesta
inmunoiégica producida por el hospedero  {16). La modificacidon de las propiedades
de la membrana de la célula blanco debido a la unién con receptores especificos v la
liberacibn de metabolitos (perdxido de hidrogeno), pueden causar diversas
alteraciones, como la inhibicién de la actividad ciliar y la hiperplasia del epitelio; dando
como resuitado la exposicion de antigenos que ya no son reconocidos come propios
por el organismo. Este proceso de hipersensibilidad da origen a una reaccién
linfocitaria extensa, formacién de complejos inmunes € inflamacion. (57)

La colonizacidn de la mucosa por el Mycoplasma hyopneumoniae se produce
tempranamente y la adhesién a receptores, probablemente especificos, de las células
ciliadas es el evento inicial en el desarrollo de fa neumania (11).

Luego de la infeccion, et Mycoplasma hyopneumoniaze Se aloja en las vias
respiratorias a nivel de los epitelios fraqueal, bronquial y bronguiolar, localizandose
entre los cilios y el citoplasma apical de las ¢élulas. La presencia de éste produce el
aglutinamiento y la pérdida de cilios reflejando |a intensa colonizacién que se produce.
No se produce la penetracion dei microorganisme a los tejidos (24,25 ).

La ciliostasis e hipersecrecion de moco contribuye al acumulo de exudado
mucopurulento en las vias aéreas bajas. (20)




El Mycoplasma hyopneumoniae produce perixido de hidrégeno que provoca
imitacién local. La activacion del complemento, la degranulacidn de neutréfilos y la
liberacitn de ofros mediadores quimicos de la inflamacién por el hospedero durante la
reaccion inmunogénica, probablemente contribuyen a la ifritacién local de la mucosa.
(11)

Como respuesta a la infeccién se han determinadc que se producen cambios en
las propiedades fisicoquimicas del moco secretado por las células epiteliales, estos
cambios al parecer incrementan la susceptibilidad y la infeccién bacteriana
secundaria. (11,17)

El periodo de incubacitn de Mycoplasma hyopneumoniae esta reportado entre 10-
16 dias bajo condiciones naturales. Sin embargo existen otros reportes que presentan
variabilidad en el tiempo de incubacion (2,30,31).

1.23.- [IMPORTANCIA ECONOMICA

La neumonia en el cerdo representa uno de los méas graves problemas infecciosos
de ésta especie animal. El tipo v la severidad de la neumonia es el resultado de ia
interaccibn dinamica entre ios agentes infecciosos y el hospedero; que son
fuerlemente influenciados por las condiciones ambientales, practicas de manejo y
factores nutricionales; o que favorece la invasién del tracto respiratorio por bacterias,
micoplasma y virus. (38,42,49)

De esta manera se pone de manifiesto la complejidad del estudio de las
enfermedades respiratonias en general; en donde los agentes infecciosos son
potencialmente capaces de producir lesiones pulmonares y algunos factores
predisponentes intervienen para que se manifieste su poder patdgeno. Por otra parte
fa gran escala de la produccion porcina se ha convertido en un factor que agrava y
difunde la infeccion putmonar (4).



E! costo econémico de esta enfermedad es enorme, debido al caracter crénico que
usualmente presenta, lo que 6casiona severas perdidas por deficientes ganancias de
peso y retraso en el crecimiento; ademas, debe considerarse el enorme gasto por
concepto de medicamentos, retraso en la comercializacién (hasta de un mes),
programa de prevencion y control. {35,39)

La importancia de Mycoplasma hyopneumoniae no es sélo su efecto como
patégeno primario, sino también por su capacidad de actuar sinérgicamente con ofros
microorganismos para causar una enfermedad respiratoria grave. (49)

Se ha determinado que entre el 30 y 60% de los cerdos de abasto presentan algun
tipo de lesién neumdnica, y por cada 10% de tejido puimonar afectado, la ganancia
diaria de peso se reduce en 37.5 gr. (39)

1.3.- ESTRUCTURA DEL Mycoplasma hyopneumoniae.

Ei tamafio y morfologia del Mycoplasma hyopneumoniae no varia segun la fase de
crecimiento. Las células son cocoides con un didmefro de 0.2 a 0.5 um tanto in vitro
como in vivo. Estd limitada por una membrana trifaminar asimétrica, contigua 2 ésta
se observa una cubierta de apariencia rizada, que consiste en delgados y largos pelos
0 cerdas de 1 a 2 nm de diametro y 30 a 100 nm de largo. (22)

En corles de pulmén tefidos con rutenio rojo cultivados en presencia de suero
hiperinmune, se observa una estructura capsular de 125 nm de espasor, y parecen
estar constituidas por elementos fibrilares orientados radialmente (56). El materiai
capsular se extiende entre el Micoplasma, las microvellosidades, cilios e
interconectando otras células micoplasmales { 57 ). Esta compuesta por proteinas y
carbohidratos entremezclados, las primeras predominan en la capa intermedia;
mientras que los segundos predominan en la capa mas externa. Sin embargo ésta
estructura capsular se pierde al ser aislado el Micoplasma in vitro, la cual nunca se
vuelve a recuperar ( 5,10,30,31).



1.3.1.- CULTIVO E IDENTIFICACION DE Mycop/asma hyopneumoniae.

Es uno de los microorganismos mas exigentes del género; sin embargo, el
desarrollo de medios de cullivo complejos como los descritos por Friis y Goodwin
facilitan su aislamiento { 16 ).

El medio de cultivo mas usado en el cual es aislado el Mycoplasma
hyopneumoniae es el medio de Friis (1971), contiene una fuente de esteroles la cual
es proporcionada por el suero de equino, que contiene la proteina alfa-1 lipoproteina,
ésta proteina contiene colesterol esterificado y fosfolipidos los cuales son esenciales
para el crecimiento del Mycoplasma hyopneumoniae, ya que lo ufifiza para la
formacion de su membrana celular (6,16 ).

Otro nutriente es el extracto de levadura, es esencial ya que s rico en magnesio y
vitamina B lo cual es utilizado para mantener 12 integridad de la membrana.

La adicion del PPLO es para obtener energia a partir de peptonas; es importante la
presencia de un antibidtico ya sea penicilina, nistatina, anfotericina o0 metoxilina para
hacer de éste un medio diferencial ( 6,16 }.

L.a mayoria de los Micoplasmas requieren de DNA para facilitar su crecimiento, el
cual varia de 2 a 14 dias en medio liquido a 37 “C en agitacién ( 6,16).

La solucion de Hanks tiene fa funcién de mantener el pH del medio a 7.5 con la
presencia def rojo de fenol como indicador , se puede saber la existencia del
Mycoplasma ya que éste vira a color canela, obteniéndose un pH de 6.8 (6,16 ).

En medio sdlido las colonias pueden ser detectadas después de 2 a 3 dias de
incubacién y alcanzan su tamaitlo maximo después de 10 dias. Se desamolian en
forma de pequefias colonias redondas con un didmefro de 100 a 500 um,
desprovistas de la protuberancia central ( dan ia apariencia de gotas de rocio ).
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Las placas se incuban a 37°C con la mayor cantidad de humedad posible y una
atmoésfera que contenga de un 5 a 10 % de COz (16,42)

La identificacion se reafiza por pruebas bioquimicas, que incluyen la prueba de
dependencia de esteroles, fermentacién de carbohidratos, reduccién de azul de
tetrazolio, através de pruebas seroldgicas o pruebas de inhibicién de crecimiento. (3)

El Mycopiasma hyopneumoniae solo puede ser aislado del tracto respiratorio. Se
encuentra en el epitelio dei pulmoén, por fo general asociado a los cilios, donde puede
ser detectado por la tincion de giemsa, microscopia electrénica, inmunofiorescencia e
inmunoperoxidasa. (12,42,47)

1.3.2- DIAGNOSTICO DE Mycopfasma hyopneumoniae

La neumonia por Mycoplasma hyopneumoniae se diagnostica normalmente bajo
condiciones précticas, en base a la presencia de una neumonia crénica en la piara
(tos no productiva y sin fiebre) . Neumonia que se caracteriza por una tos bien
demarcada y expiosiva, con hallazgos histolégicos de neumonia intersficial que
produce crecimiento disparejo, conversién alimenticia deficiente y sin mortalidad. Sin
embarge estos signos son sdlo indicativos y la confirmacion mediante pruebas de
laboratoric es esencial para el diagn6stico cuando se van a introducir animales de
otras piaras a una granja no infectada. (11,27,51)

Las pruebas de laboratorio que se pueden utilizar para el diagndstico de Mycoplasma
hyopneumoniae son:

1.-) Inmunoflucrescencia, que consiste en el examen del pulmén utilizando un
conjugado policlonal o pofiespecifico anti-Mycoplasma hyopneumoniae. La
especificidad de esta prueba {conocida también por sus iniciales IF) es ambigua
puesto que Mycoplasma hyopneumoniae comparte propiedades antigénicas con
Mycopiasma floculare y Mycoplasma hyorhinis, (33,48)
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2.-)Andlisis mediante cultivo de muestras de pulmén con |a identificacién subsecuente
de los aislamientos utilizando: epifiucrescencia, inhibicién def crecimiento, prueba de
inmunotrasferencia (Westem Biot) para detectar la proteina p36, prueba de la sonda
de ADN, reaccidn de la polimerasa (PCR). El método del cullivo es tedioso y tardado
debido a que Mycoplasma hyopneumoniae crece muy lentamente, ademas del efecto
de confusion que producen ofros mycoplasmas u otras bacterias presentes en el
tracto respiratorio. (33,48)

Para la diferenciacion de Mycoplasma de otros Géneros es necesaria la prueba de
inhibicion con digitenina, donde Mycoplasma y Ureoplasma son sensibles y
Acholeplasma es resistente. Para diferenciar entre Ureoplasma y Mycoplasma se
realiza la prueba de urea en donde solo el Ureoplasma es positivo y por el tamafio de
las colonias. (40)

3.-) La deteccion de Mycoplasma con la sonda especifica de ADN en muestras
clinicas (en lavados traqueobrondquiales o en pulmones).Este método es rapido pero
no suficientemente sensible (hasta 10° células de Mycoplasma). La técnica de PCR,
desarrollada recientemente incrementé significativamente la sensibilidad. Al mismo
tiempo, revelé heterogeneidad enfre las cepas. Sin embargo, la prueba diagnéstica
basada en la PCR no ha logrado convertirse en una prueba de rutina para el
diagnéstico de la infeccidn por M. hyopneumoniae. Ademas de algunas grandes
ventajas que tiene esta prueba, incluyendo el hecho de evitar la necesidad del cultivo
de Mycoplasma y de inhibir el efecto de los anfibibticos y bacterias presentes en las
muestras clinicas, de la obtencion del resuttado en poco tiempo, aun antes de que
haya una respuesta seroldgica. Son también importantes las desventajas de la
prueba, tales como la complesidad del examen, la presencia de algunos resuitados
falsos positivos y falsos negativos. (33,41,48)
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4.-) La serologia también se utiliza para el diagnéstico en piaras. Para estos
propositos, con frecuencia se utiizaban, en un principio, las técnicas de fjacion de
complemento y de hemagiutinacion indirecta, las cuales no resultaron ser
suficientemente sensibles. La prueba indirecta de ELISA utilizando un antigeno
soluble Tween 20 es muy sensible; sin embargo a menudo se observan reacciones
cruzadas con anticuerpos con Mycoplasma flocculare y Mycoplasma hyorhinis, debido
a que tienen las proteinas comunes p73 y p41. Son mdas especificas las pruebas
basadas en el bioqueo con anticuerpos monoclonales para la técnica de ELISA,
utilizando anticuerpos anti-p40 o anti-p70. Los anticuerpos se pueden detectar no solo
en el suero (IgG) sino también en el calostro (IgA e IgG) o en el tracto respiratorio
(IgA). (1,7 12)

En algunos casos también resulta Gtil la prueba de Western Blot para detectar
anticuerpos contra antigenos inmunodominantes de importancia. Es posible
demostrar la inmunidad mediada por células mediante pruebas tales como la de
transformacion de los linfoblastos. (33,48)

14.- ENZIMOINMUNOENSAYO (ELISA)

La técnica ELISA fue descrita casi al mismo tiempo, en 1971 por dos equipos de
trabajo diferentes. el de Engvall y Perimann en Suecia y el de Van Weemen y
Schuurs en Holanda. Es una de las técnicas de mayor aplicacion en el drea de
patologia animal, obteniéndose en todos los casos resultados muy favorabies.
{21,32).

Esta técnica es un inmunoensayo que permite determinar la concentracion de un
antigeno o un anticuerpo mediante el uso de uno de ellos en fase sélida y e otro en
solucién, detectindose la formacién de un complejo antigenc-anticuerpo mediante un
trazador enzimético. (32)
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Existen diferente modalidat_‘.les 0 clasificaciones de la técnica ELISA, sin embargo
se describirdn las mas usuales:

1.- Método det emparedado o sandwich

Consiste en inmovilizar un exceso de anticuerpo en una fase sélida el cual es
incubado con un control 0 muestra en la que se presume existe el antigeno; después
de lavar el complejo antigeno- anticuerpo inmovilizado, se incuba con un exceso de
anticuerpo conjugado con la enzima, que se une a los sitios antigénicos remanentes.

Este segundo anticuerpo se puede usar sin marca y en este caso se usaria un tercer
anticuerpo marcado especifico para el anterior complejo. (,32)

2.- Método indirecto

El antigeno es fijado o inmovilizado en un soporte de fase solida, se incuba con e
suefo que confiene el anticuerpo, se lava y se afiade el conjugado, que consiste en
una antiinmunoglobulina conjugada con la enzima, de tal manera que reaccione
contra el anticuerpo del complejo primario; se lava y se adiciona el sustrato. (21, 29)

3.- Método directo

El anficuerpo es inmovilizade en un soporie de fase sdlida. Se adiciona una
solucion que contenga antigeno y antigeno conjugado con la enzima, se incuban y se
lavan; la cantidad de antigeno conjugado con la enzima que reacciond con et
anticuerpo es medido por la hidrélisis del sustrato. (21,29,32)

Los soportes en los cuales se puede fijar el antigeno o el anticuerpe pueden ser
particulas de nitrocelulosa, poliacrilamida, silicén, goma y plastico {polivinil,
poliestireno, etc.) (32)



1.5.- DOT-ENZIMOINMUNOENSAYO (DOT-ELISA)

Las membranas de nitrocelulosa tienen la propiedad de fijar en forma no covalente
una gran variedad de macromoléculas (principalmente 4cidos nucleicos y proteinas)
por lo que pueden ser utilizadas como fase séiida en enzimoinmunoensayos. Poseen
la ventaja de requerir pequefias cantidades de inmunoreactivos y la facilidad de
ensayar distintas especificidades simultineamente. (32)

FUNDAMENTO

El Dot-inmunoensayo consiste en adsorber sobre membranas de nitrocelulosa, del
tamafio adecuado, pequefias gotas de solucién de antigeno (entre 1 y 5 ul) con unos
100 a 500 pg de antigeno purificado, limitando la zona de interaccién a una pequefia
area (diametro aprox. tmm). Luego de evaporar el diluyente, os sitios de uni6n de la
membrana que no fijaron antigeno deben ser bloqueados por incubacién con una
proteina inerte, no relacionada con el sistema en andlisis. Posteriormente, se realiza
sobre las membranas una reaccibn inmunoenzimatica mediante una de las
metodologias ya descritas, utilizando en la dlitima etapa una enzima o conjugado que
catalize una reacci6n con produccién de una sustancia insoluble en el solvente
utilizado. De esta forma, en la zona de sembrado de antigeno se produce una
coloracion debida a la precipitacion del producto formado, 1a cual contrasta contra el
fondo blanco de la membrana en donde no hay antigeno. (21,32)

Se ha demostrado que antigenos tales como proteinas, 4cidos nucleicos,
membranas celulares, organelos, células (hongos, protozoos y bacterias ) y virus, son
capaces de fijarse a fas membranas de nitrocelulosa. Se puede facilitar su unién con
la presencia de detergentes no idnicos (Tween 20, Tween 80, Triton X-100, etc.),
siempre y cuando la concentracion del detergente no exceda del 0.1 %. (32,52)
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La positividad de las reacciones es determinada generalmente a simple vista,
aunque para algunos casos puede ser Ulil un reflectémetro para la cuantificacién de
los resultados. (33)




I.-OBJETIVOS

2.1.- Objetivo General:

-Desamollar una prueba ELISA - DOT Tween 20 H - H para el diagnéstico de la
Neumonia Enzodtica producida por Mycoplasma hyopneumoniae en cerdos.

22.- Objetivos Particulares:

221 Producir y obtener ef Antigeno Tween 20 de Mycoplasma
hyopneumoniae,

2.2.2.- Estandarizar la prueba de ELISA - DOT Tween 20 H-H para &f diagnéstico de
Mycoplasma hyopneumoniae en cerdos.

2.2.3.- Realizar un andlisis comparativo de los resultados obtenidos de la prueba
ELISA - DOT Tween 20 H - H contra un Paquete Comercial especifico para e}
diagnéstico de Mycoplasma hyopneumoniae en cerdos.
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. METODOLOGIA

3.1.. CULTIVO DE Mycoplasma hyopneumoniae Y OBTENCION DEL
ANTIGENO TWEEN 20.

Para el cultivo se utilizaron 2.5 its de medio de Friis (anexo 1), el cual se inoculo
con Mycoplasma hyopneumoniae (cepa 194 donada por el Dr. Ross de la Universidad
de lowa, E.U, esta cepa se inoculd en 3 mi de medio de Friis y se incubd 7 dias) se
incubd durante 12 dias a 37°C con agitacién de 70 r.p.m.

Posteriormente se concentraron las células por centrifugacion a 15,000 g,
obteniéndose solo 3 g del sedimento kos cuales se favaron con 3 mi de amortiguador
de fosfatos 0.025M a pH=7.5, conteniendo 1% de Tween 20, se incubd a 37°C
durante 80 minutos en agitacién.

Una vez transcumido el tiempo, el sedimento con el Tween 20 se centrifugd a
20,000 g durante 80 minutos a 4 °C y se separ6 solo el sobrenadante; éste fue
filtrado en una membrana Millipore de 0.22 u y se conservd a -70°C.

Esta preparacion final es la determinada como Antigeno Tween 20 y su
concentracion de proteinas fue evaluado por el método de Bradford (1976).

3.2.- ESTANDARIZACION DE LA TECNICA ELISA-DOT Tween 20 H-H PARA LA
DETERMINACION DE Mycoplasma hyopneumoniae.

La dilucién optima del Antigeno fue determinada por el empleo dei método de
diluciones dobles dimensionaies (método de ajedrez).

1.-) Cortar tiras de papel inmobilén (Millipore) aproximadamente de 10 cm de largo y
0.5 cm de ancho (aproximadamente 20)
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2.-) Hacer en tubos diluciones dobles del Antigeno Tween 20 de 1:2 hasta 1:60000
con amortiguador de carbonatos a pH= 8.5

3.-) Colocar las tiras en los carmiles de las placas previamente sensibilizadas con
metanol y marcar los carriles del 1 al 20 tanto en la parnte superior como lateral para
identificar las diluciones del Antigeno y las del Anticuerpo primario.

4.-) Una vez secas las tiras colocar las diluciones del Antigeno Tween 20 de amiba
hacia abajo, dejar secar a 37°C en una incubadora aprox. 45 min. y realizar 3 lavados
de 5 minutos cada uno con solucidn de lavado (Caseinato de calcio al 0.1 % p/v en
TBS)

§.-) Una vez secas, guardaras en refrigeraciéon durante 24 hrs.

6.-) Bioquear las tiras (Caseinato de Ca al 3% (p/iv) en TBS), durante 30 min. en
agitacién,

7.-} Realizar 3 lavados de 5 min. ¢/t con solucién de lavado (Caseinato de Ca al 0.1
% piv en TBS).

8.-) Preparar diluciones dobles de 1:2 hasta 1:60000 del Anticuerpo secundario
utilizando suero Hiperinmune de cerdo con Mycoplasma hyopneumoniae
(proporcionado por el M.C Tonatith Cruz. FES-C, UN.AM) con solucién de
anticuerpos (Caseinato de Ca 1% piv , con 0.05% viv Tween 20 en TBS).

9.-)Colocar 1 ml de cada dilucién en su caril correspondiente durante 60 min. en
agitacién constante.

10.-) Realizar lavados como se indica en el paso 7.-)
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11.-) Preparar el Anticuerpo secundario utilizando Anti-igG de cerdo peroxidado
obtenido de conejo; adsorbiéndolo con Antigeno Tween 20 1:2000 volumen a
volumen durante 30 min. en baflo Maria a 37° C (para eliminar reacciones
inespecificas).

12.-) Diluir el Anticuerpo Secundario 1:250 con solucién de anticuerpos.

13.-) Colocar en cada carril 800 ul del Anticuerpo Secundario durante 60 min. en
agitacion constante. ‘

14.-) Realizar lavados como se indica en el paso 7.-)
15.-) Revelar las tiras con solucién de revelado preparada en el momento (cloronaftol
30 mg, metanol 1¢ mi, TBS 50 m! y perbxido de hidrégeno 50 ul (afiadir 3 segundos

antes det momento de revelar)).

16.-) Agregar 1 mi de la solucién de revelado a todas las tiras, agitar durante no més
de 20 minutos.

17.-) Lavar las tiras con agua destilada y dejar secar a temperatura ambiente,
18.-) Pegar las tiras en un papel y elegir la dilucién 6ptima de Antigeno y Anticuerpo
de la siguiente manera; elegir el itimo punto en donde se observe reaccitn positiva

{(morado) ; tanto en el antigeno como en el anticuerpo.

18.-) Con las condiciones obtenidas por el método de ajedrez correr la prueba con
sueros confroles.
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3.3.- DETERMINACION DE Mycoplasma hyopneumoniae EN 100 SUEROS DE
CAMPO POR EL METODO ELISA - DOT Tween 20 H-H.

Los 100 sueros de campo se eligieron al azar, provienen de diferentes granjas
porcinas de fos Estados de Yucatén, Tabasco y Michoacan.

1.-) Sensibilizar 100 tiras de inmobilon con el Antigeno Tween-20 1:4096 (10 ul por
duplicado).

2.-) Bloquear con Caseinato de Caicio al 3% (p/v) en TBS, durante 1 hr en agitacién.

3.-) Realizar 3 lavados de 5 min. ¢/u con solucién de lavado (Caseinato de Ca al 0.1
%(p/v) en TBS)

4.-) Agregar 1 ml de cada uno de los sueros previamente diluidos 1:64 en solucidn de
anticuerpos, durante 60 min. en agitacion. (anticuerpo primario).

5.-) Realizar 3 lavados de § min. c/u con solucién de lavado (Caseinato de Ca al 0.1
%(p/v) en TBS)

6.-) Preparar el Anticuerpo secundario utilizando suero de conejo Anti-igG de cerdo
peroxidado ; adsorbiéndolo con Antigeno Tween 20 1:2000 volumen a volumen
durante 30 min. en bafio Maria a 37° C (para eliminar reacciones inespecificas).

7-) Dituir el Anticuerpo Secundario 1:250 con solucién de anticuerpos.

8.-} Colocar en cada carmil 800 ul del Anticuerpo Secundario durante 60 min. en
agitacién constante.

9.-) Realizar 3 lavados de 5 min. c/u con solucién de iavado (Caseinato de Ca al 0.1
%(p/v) en TBS)
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10.-) Revelar las tiras con solucion de revelado preparada en el momento {cloronaftol
30 mg, metanol 10 mi, TBS 50 ml y peréxido de hidrégeno 50 ul (affadir 3 segundos
antes del momento de revelar)).

11-) Agregar 1 mi de la solucién de revelado a todas las tiras, agitar durante no mas
de 20 minutos.

12.-) Lavar {as tiras con agua destilada y dejar secar a temperatura ambiente.

3.4.- DETERMINACION DE Mycoplasma hyopneumonie EN 100 SUEROS DE
CAMPO POR EL METODO DE ELISA (CHEKIV-HYOPTEST), PRUEBA
COMERCIAL.,

La prueba comercial lamada Chekit hyoptest, fue elaborada por &l Dr. Bommeli AG,
Suiza, es una prueba ripida, simple y especifica para la deteccion de anticuerpos
contra Mycoplasma hyopneumoniae en suero, plasma o calostro, se fundamenta en ¢
método de ELISA.

1.-} Realizar una predilucién a cada suero y controles 1:100 en un tubo, usando
solucién difuiora de fa prueba comercial.

Colocar 200 ul de los sueros y controles prediluidos en e pozo correspondiente por
duplicado.

2.-) Cubxir la placa con una tapa e incubar por $0 min. a temperatura ambiente en
camara himeda.

3.-) Lavado de la placa.

-Después de la incubacion, sacudir la placa y agregar a cada pozo aproximadamente
300 ul (solucitn de lavado) evitando fa formacion de burbujas.

-Repefir este procedimiento 2 veces.

- Sacudir la placa, vaciando los pozos.

- Golpear suavemente sobre un papel absorbente.
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4.-} Dilucién, distribucidn e incubacién del conjugado.

- Diluir el Chekit-Peroxidasa (Conjugado) 1:200 usando solucion de lavado-dilucién.

- Cotocar 200 ul de esta dilucion dentro de cada pozo, cubrir e incubar 60 min. a
temperatura de ambiente en una camara himeda.

5.-) Lavar como en el paso 3.

6.-) Adicién del Chekit-cromdgeno.
- Adicionar 200 ul del chekit-cromdgeno precalentado a 25° C a cada pozo.

7.-) Lectura de los resultados.

- Leer los resultados con un fotdmetro a una longitud de onda de 405 nm.

- La diferencia entre la D.O. del control (-} y control (+) es mayor ¢ igual a 0.3
{ocuniendo esto dentro de 15 a 30 min. después de adicionar el cromégeno), la
reaccién se puede parar adicionando 50 ul de solucién-stop a temperatura ambiente.

8.-) Interpretacién de resultados.
- Sacar ia media de la D.O de cada muestra, control (+) y control(-)
- Corregir todo con la D.O ded control (-).

D.O muestra - D.O negativo
Valor (%)= X 100
D.O positivo - D.O negativo

Valor < 50% 50-70% >70%

interpretacion negativo ambiguo positivo
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3.5.- [IDENTIFICACION DE PROTEINAS DEL Antigeno Tween 20 H-H Y DE LA
PRUEBA COMERCIAL EN GELES DE POLIACRILAMIDA.

1.-) Preparacion de los Geles de poliacrilamida
TAPON

1 mi de poliacrilamida 30% en Tris-giicina pH= 8.8
6 ul de persulifato de amonio

3 ul de TEMED

Agregar 200 ui a 12 placa de corrimiento previamente tapada con cinta adhesiva para
evitar [a salida del tapon .

GEL SEPARADOR

5.9 ml de Trisma pH 8.8

4.2 ml de Bis-Acrilamida. Hacer vacio.
4 ul de TEMED

40 ul persuifato de amonio

Agregar 3.7 ml de la mezcla anterior y rellenar con alcohol isopropilico y esperar
aproximadamente 20 minutos.

Enjuagar con agua desionizada.
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GEL CONCENTRADOR

5.3 mi de Trisma pH=6.8

0.8 m! de Bis-Acritamida. Hacer vacio.

8 ul de TEMED

80 ul de persuifato de amonio

Agregar lo necesario para colocar el peine contenedor de muestras.

2.-) Quitar los peines después de 20 min.

3.-) Quitar la cinta adhesiva

4.-) Realizar una precormida con Tris-glicina (Glicina 0.192 M - Tris 0.125 M) a pH 8.3
durante 30 min a 15 miliampers, tirar la solucién y agregar nueva.

5.-) Digerir los antigenos a una concentracién de 1 ug/ul  durante 1 minuto en
ebullicién al igual que los marcadores de pesos moleculares en solucién digestora.
6.) Colocar en los pozos 15 ul del marcador de peso molecular, 15 ul del antigeno
Tween 20y 15 ul del antigeno de la prueba comercial (este se obtuvo con varios
lavados de la placa con solucién digestora ) respectivamente.

7.-) Realizar la comida a 15 miliampers durante 2 horas o hasta cbservar que las
muestras Hlegan a la parte final del gel.

8.-)Sacar el gel y fijaro con metanot al 50% durante 2 horas

9-) Revelar el gel con nitrato de piata.
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REVELADO DEL GEL

1.-) Hidratar el gel con agua destilada durante 30 minutos.
2.-) Preparar en un vaso de precipitados de 250 mt la siguiente mezcia:

30 mi de hidr6xide de sodio 0.1M

2 mi de hidroxido de amenio

3.-) Agregar gota a gota 1 g de nitrato de plata disuelta en 5 ml de agua, mas 115 ml
de agua destilada.
4.-) Agregar la mezcla anterior al gel y agitar vigorosamente durante 10 minutos.
5.-) Realizar dos lavados de 1 minuto con agua destilada
6.-) Agregar el revelador preparado de [ siguiente manera:

En un matréz aforado de 1 litro agregar:

50 mg de 4cido citrico monohidratado (disoiver)

1 mi de formaldehido

aforar con agua destilada.
7.-) Agregar 400 ml del revelador al gel y agitar hasta aparicion de bandas.
8.-) Parar la reaccidn con 10 mi de 4cido acético en 200 ml de agua desionizada.
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IV RESULTADOS Y OBSERVACIONES

Al determinar la concentracién de proteinas presentes en el Antigeno Tween 20
por el método de Bradford (1976), se obtuvieron 556 ug/mi.

En la figura 3.0 se puede observar el tablero de ajedrez para estandarizar el
método de ELISA-DOT Tween 20 H-H de donde se establecieron las siguientes
condiciones de trabajo representados en la siguiente tabla.

Concentracion del Antigeno Tween 20 :  1:4096
Concentracién del Anticuerpo primario.  1:64
Concentracion del Anticuerpo secundario: 1:250

Sensibilizacion del Antigeno Tween 20: 30mina 37y 24 hrs a 8°C
Tiempo de blogqueo: 1hr

Tiempo de Anticuerpo primario. 1 h.

Tiempo de Anticuerpo secundario: 1 hr.

Lavados: 3 lavados de 5 minutos cada uno.

Revelado: 20 min.




Tablero de Ajedrez

Z:
¥l
81
9k 1}
ze b
b9l
8Z4 i1
98T
pzok :1

ey
B
£3
53

1: 2
1:4
18
1: 16
1:32
1: 64
1: 128
1: 256

1: 512
1:1024
1: 2048

1: 4096

Dilucién de Anticuerpo Primario (Suero Hiperimune)
Dilucién de Antigeno (Tween 20)

Figura 3.0. Estandarizacion de ia prueba ELISA-DOT Tween 20

H-H por el método de Ajedrez. Los nimeros azules indican las

diluciones del Anticuerpo primario (suero Hiperinmune de cerdo
con Mycoplasma hyopeumoniae ). Las letras rojas indican las
diluciones del Antigeno Tween 20. La flecha indica las diluciones
Optimas; del Anticuerpo primario es 1:64 y del Antigeno Tween
20 es 1; 4096.
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RESULTADOS DE SUEROS CONTROLES

Se evaluaron 8 sueros controles por el Método de ELISA-DOT Tween 20 H-H, los
cuales fueron obtenidos e identificados de la siguiente manera: 1) suero control
expenmental negativo proporcionado por el M.C. Tonatiuh Cruz, 2) Suero control
experimental negativo  proporcionado por el M.C. Tonatiuh Cruz, 3) Suero
hiperinmune de Mycoplasma hyopneumoniae de cerdo; animales inoculados con la
cepa 194 que resultaron positivos con aislamiento e inmunoforescencia,
proporcionado por e Dr. Abel Ciprian y M.C Tonatiuh Cruz, 4) Suero de campo
positivo con aislamiento e inmunofiorescencia positiva, 5) Suero hiperinmune de
Mycoplasma floccufare apartir de un cerdo inoculado con un lisado de bacterina
proporcionado por la Coordinacion de Posgrado, 6) Control positivo de Mycopfasma
hyorhinis en aislamiento y aglutinacién proporcionado por M.V.Z Horacio Lara, 7)
Suero Normal de Cerdo (suero comercial), 8) Suero Humano de una persona sin
confacto con los cerdos. Apartir del suero 9 al 14 fueron tratados con caolin para
quitar inespecificidades ; la muestra 15) Antigeno Tween 20 a 1:4096, y 16} Solucidn
salina.

Los resultados se observan en la Figura 3.1 en donde la presencia de cualquier
punto violeta es indicacidn de positividad, cada prueba se realizé 5 veces, cada tira de
inmobilon tiene 10 ul de antigeno Tween 20.

Solo 5 de los sueros controles se evaluaron por fa prueba comercial estos fueron
el suero Hiperinmune de Mycoplasma hyopneumoniae el cual resulto positivo, el
suero Hiperinmune de Mycoplasma flocculare el cual resultd negativo, el suero controf
positivo de Mycoplasma hyorhinis el cual resultd negativo, suero normal de cerdo el
cual resulté positivo y suero humano e cual resuitd negativo.




1) Centrol Negativo Experimental
2} Control Positive Experimental

3) Suero Hiperinmune Mycoplasma hyapneumonie
4} Suero de Campo Positive

5) Suero Hiperinmune Mycoplasma flocculare

6) Suero Contol Positive Mycoplasma hyomms

7} Suero Normal de Cerdo

8) Suero Humano

9) Control Negativo Experimental

40y Contrel Negative de Campo

11} Suero Cortrol Positivo Mycopiasma hyorrinis + C
12) Suero de Campo Positivo + C

13) Contral Negativa de Campo

14) Suero Hiperinmune Mycoplasma flocculare + C
15) Antigeno Tween 20

16) Solucién Salina

Fig. 3.1. Evaluacion de la prueba ELISA-DOT Tween 20
H-H con diferentes sueros controles.
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RESULTADOS DE LOS 100 SUEROS DE CAMPO PROVENIENTES DE LOS
ESTADOS DE YUCATAN, TABASCO Y MICHOACAN

En la determinacién de Anticuerpos contra Mycoplasma hyopneumoniae por el
método de ELISA-DOT Tween 20 H-H en ios 100 sueros de campo, se obtuvo un
95% de sueros positivos los cuales se observan con la formacidn de un punto violeta
y un 5% de sueros negativos en los cuales no se observa presencia de coloracion;
esto se muestra en la figura 3.2. ytablas4.1abyc.

Los mismos 100 sueros de campo se evaluaron con una prueba comercial para el
diagnéstico de Mycoplasma hyopneumoniae (Chekit hyoptest) y se obtuvo un 36% de
sueros positivos, un 61% de suercs negativos y un 3 % de sueros dudosos. (ver figura
3.3).

La correlacidn entre ambas pruebas es de un 41%, esto significa que solo 38 de
los 100 sueros coinciden con el mismo resultado en ambas pruebas y esto se
representa en la tabla 4.0.

TELISA-DOT HH | PRUEEA COMERCIAL
Positivos 95% 36%
miw)s 5% 61%
Dudosos 0% 3%

Correlacion sntre ambas pruebas: 41%

Tabla 4.0 Porcentaje de comelacidn entre ambas pruebas.
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—

RESULTADOS

SUERO IEW_DOTH-H Pba. comercial

10
"

12

12
14
15
16
17
18
19

21

7

Tabia 4.1 a Comelacién entre ambas prusbas en 100 sueros de campo
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RESULTADOS

[ELISADOTH-H | Pba. comercisl

SUERO

4

47

49

30
L3

[T

n

T4
75

78

[
80

Tabla 4.1 b Comelacién entre ambas pruebas en 100 sueros de campo



RESULTADOS
SUERO LISA-DOT H-H | Pbe. comercial

1] +* +
82 + +
5 + +
(T3 + +
-] + -
] + -
—"er : *
] + -
L] + +
) * -

[-1] + +
-] * -
R v "
o + +

[ -] + -
] + Y
3] +* +

- * +
% + .
160 + -

Tabia 4.1 ¢ Comelacion de ambas pruebas en 100 sueros de campo.
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Figura 3.2. Determinacionl de Mycopiasma hyopnetimoniae en
100 sueros de campo provenientes de Yucatan, Tabasco vy
Michoacan, por el método ELISA-Dot Tween 20 H-H. Cada tira se
encuentra impregnada con 10 ul de Antigeno Tween 20, la
presencia de cualguier mancha violeta indica que fa muestra es
positivo.



Figura 3.3. Determinacién de Mycoplasma hyopneumoniae en
100 sueros de campo provenientes de Yucatdn, Tabasco y
Michoacan con una prueba comercial {Chekit hyoptest). Los
sueros positivos aparecen de color mas intenso. En los camiles
1Ay 1B se encuentra el control positivo. En el resto de los carriles
se encuentran los sueros de campo evaiuados por duplicado.

36
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DETERMINACION DE LA ESPECIFICIDAD Y SENSIBILIDAD.

Se determiné [a sensibilidad que existe entre ambas pruebas; se obtuvo un 100%
de sensibilidad y un 8.3% de especificidad, lo que indica que la prueba ELISA-DOT
Tween 20 H-H es sumamente sensible, pero altamente inespecifica.

Los resuliados se obtuvieron con ia comelacion  positiva como negativa de ambas
pruebas; por ejemplo entre la prueba ELISA-DOT Tween 20 H-H y la prueba
comercial coinciden 35 muestras positivas y 5 negativas, y no coinciden 60 muestras.
(ver tabla 4.2)

[T PRUEBA COMERCIAL

|[ELISA-Dot Tween 20 H-H ~JPOSITIVOS NEGATIVOS
[POSITIVOS A 3% B 55
INEGATIVOS [ D5
DUDOSOS= 4

Tabla 4.2 Determinacion de la sensibiidad y especificidad comparativa

Siendo A + B + C + D = Numero de diagnésficos efectuados con ambas pruebas
Sensibilidad comparada= A/A+ C X 100

Sensibiidad comparada= 36/36 + 0 X 100 = 100%

Especificidad comparada= D/B + D X 100

Especificidad comparada 5/55+5X100= 83 %

SENSIBILIDAD: (+) posibles enfermos entre (+) posibles enfermes mas (-)
posibles enfermos por 100.

ESPECIFICIDAD: (-} posibles sanos entre (+) posibles sanos mas (-} posibles
sahos por 100.
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DETERMINACION DE PROTEINAS ANTIGENICAS DE AMBAS PRUEBAS

Por medio de una electroforesis en gel se identificaron las proteinas presentes en
el Antigeno Tween 20 H-H y en el Antigeno de la prueba comercial; en el Antigeno
Tween 20 se observaron 16 bandas proteicas, sin embargo en el Antigeno de la
prueba comercial solo se observan 3 bandas proteicas.

£n la Tabla 4.3 se muestran los pesos moleculares de las proteinas de ambos
Anligenos, en los cuales se presentan 2 bandas proteicas del mismo peso molecular
ia de 253.48 kd y la de 147.24 kd esto Se observa en la figura 3.4.

PESOS MOLECULARES
PRA, COMERCIAL]  Tween 20 H-H
253.48 25348
185.84 234.56
147.26 200.83
159.13
147.24
136.27
92.43
79.16
73.23
58.02
53.86
45.96
36.41
337
26.7
21.15

Tabla 4.3 Pesos moleculares presentes en el Antigeno Tween 20 H-H y en el Antigenc
de la prueba comercial
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Gel de Poliacrilamida

Figura 3.4. Gel de policrilamida donde se muestran 1) pesos
moleculares, 2) 16 bandas proteicas presentes en el Antigeno
Tween 20, 3) 3 bandas proteicas presentes en el Antigeno de
ia prueba comercial.




V DISCUSION

En la actualidad existen una gran cantidad de factores que facilitan el desarrollo de
la Neumonia Enzodtica como son: el diagnéstico, tratamiento y una vacunacién
inoporiuna. Esta falta de informacién se debe; en parte, a la escasez de pruebas
suficientemente sensibles y especificas para detectar la presencia de Mycoplasma
hyopneumoniae en cerdos vivos. (43)

Existe una gran sere de métodos de diagndstico para Mycoplasma
hyopneumoniae' como es la fijacidn de complemento, aglutinacién en tubo,
hemaglutinacién indirecta, aglutinacién en latex, ELISA, efc.; sin embargo los
resuitados obtenidos por estas pruebas a menudo son dificiles de interpretar y
ademds no se liene la seguridad sobre su sensibilidad y especificidad; por o que el
médico veterinario 0 porcicuttor limita el diagndstico en los signos o sintomas que el
cerdo presente. (1,15,28,44,46)

Ante este problema la Coordinacién de Estudios de Posgrado en la FES- Cuautitlan
cred el programa de “Inmunodiagnéstico de la Neumonia Enzodtica®. Como parte de
este proyecto se desamolid a prueba de ELISA-DOT Tween 20 H-H, la cual intentd
plantearse como una altemativa viable para el diagndstico rutinario de esta
enfermedad.

Bruggman (1977) propuso una prueba de ELISA, que ofrece mayor sensibifidad y
que puede ser una posibilidad para monitorear ef desarrolio de la infeccidn, midiendo
la respuesta inmune en animales. Sin embargo, la sensibilidad del método depende
en el 100% del uso de antigenos de buena calidad los cuales no deben revelar dudas
u odiginar reacciones inespecificas. (5)

El uso de un ensayo inmunocabsorbente para la investigacion serologica de
Neuymonia Enzodfica, ciertamente confribuye a una mejor comprensién de la
zootiologia y ofrece una herramienta para el control de esta enfermedad, la base de
este ensayo es tratar al Mycoplasma con agentes fensoactivos como Tween 20 para
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obtener el antigeno de la membrana celular (proteinas solubifizadas selectivamente)
el cual, supuestamente es el ma&s inmunogénico en el curso de una infeccién. (36)
Para elegir el tensoactivo adecuado se deben considerar dos puntos para la
solubilizacién de protefnas de membrana, 1) Las proteinas de superficie de
membrana las cuales tienen que ser separadas y absorbidas, 2) Las proteinas de
superficie de 1a membrana que tienen que ser extraidas de la bicapa lipidica y que
estdn mas o menos profundas ligadas por un enlace covalente. (30)

Bruggman y Amstrong (1977) describen una prueba de ELISA, en ia que utilizan
antigeno solubilizado con SDS, por su parte Nicolet (1980) describe la preparacion de
un antigeno de Mycoplasma hyopneumoniae que contiene proteinas seleccionadas,
después del tratamiento de las células con un agente tensoactivo no idnico, Tween 20
el cual es comparado con un preparado antigénico de células completas. El antigeno
Tween 20, tiene la capacidad de solubilizar las proteinas de membrana
selectivamente, es un derivado del Oxido de etileno y puede reaccionar con cualquier
compuesto que contenga  hidrGgeno, es précticamente infinita la variedad de
compuestos de diferente hidrofobicidad que pueden obtenerse. Los agentes
tensoactivos se absorben fuertemente a las proteinas y supesficies cargadas
negativamente (52), en especial aquelias que estan expuestas sobre la superficie de
la célula; en comparacién con el SDS que es menos selectivo ya que se obtienen
estructuras celulares de manera general. El tratamiento de las células con el Tween
20 dio los mejores resuitados, pero las reacciones inespecificas no se eliminaron por
completo. (36,37)

Estas reacciones se ven reflejadas en el analisis comparativo entre la prueba
ELISA-DOT Tween 20 H-H vy Ia prueba comercial, ambas evaluaron a 100 sueros de
cerdo, algunos de ellos provenientes de cerdos que mostraban signos y sintomas de
Neumonia Enzottica, presentaron una especificklad comparativa del 8.1 %, esto
significa que el 55% de los sueros dan resultados falsos positivos. En cuanto a la
sensibitidad comparativa, s¢ muestra un 100%, esto indica que la prueba es
altamente sensible pero inespecifica. La comelacién que existe entre ambas pruebas
es del 41%; esto significa que solo 41 muestras de ios 100 sueros coinciden en las
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dos pruebas. Es importante mencionar que el método de ELISA-DOT solo requiere
100 pg de antigeno purificado para la reaccién antigeno - anticuerpo, la prueba
comercial se fundamenta por el método ELISA-plate la cual requiere 0.1 ng de
antigeno purificado para la reaccion antigeno-anticuerpo; lo que hace mucho mas
sensible al método ELISA-DOT, (54)

Asi mismo al analizar los sueros controles, se cbserva que el antigeno Tween 20
muestra reaccién cruzada con el suero control positivo de Mycoplasma hyorhinis al
igual que con ef suero normal de cerdo; ambos suergs se evaluaron con la prueba
comercial, Gnkcamente el suero normal de cerdo es positivo en ambas pruebas, esto
significa que existen anticuerpos naturales del cerdo que se unen inespecificamente a
los antigenos de las pruebas dandonos faisos pasitivos. (ver tabla 5.0) En 1994
Levonen probd la especificidad de una prueba comercial en la cual utilizan como base
el antigeno Tween 20 fijado en placas y encontrd reaccién cruzada con Mycoplasma
fiyorhinis. (1,29)

SUEROS CONTROLES
Suero ELISA DOT HH] Pta comercial
HM.h. + +
HMf - -
SH -
SNC + +
SCMh + -

Clave:

H.M.h Suero Hiperinmune de Mycoplasma hyopneumoniae
H.M.f Suem Hiperinmune de Mycopiasma flocculare

SH Suero humano

8.N.C Suero normal de cerdo.

S.C.M.H. Suero control positivo de Mycoplasma hyorhinis

Tabla 5.0 Evaluacion de 5 sueros controles en ambas pruebas

En 1989 Kazama, describe un método para la obtencién de antigenos de
Mycoplasma hyopneumoniae mas purificados para ser utilizades en !a prueba de
ELISA, con el fin de detectar anticuerpos especificos contra Mycoplasma
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hyopneumoniae; ast como las propiedades de estos. Determind que el antigeno
obtenido apartir de células tratadas con Tween-20 (Nicolet 1980) y sometido a
columna de cromatografia con Sephacril S-300, fue superior en cuanto a su
reactividad en comparacion con los antigenos obtenidos con SDS y Tween 20 pero
sometidos en cromatografia de columna con Sephadex G-25. (26) Esto fue evalyado
por medio de una electroforesis SDS-PAGE en donde cada una de las proteinas de
los antigenos Tween 20 y SDS fueron cuantificados; se obtuvieron 6 proieinas del
antigeno Tween 20 punificado con Sephacril S-300, sin embargo se encontraron 14 y
24 proteinas de los antigenos Tween 20 y SDS purificados por Sephadex G-25
respeciivamente (26).

Por medio de una electroforesis en gel de poliacrilamida se evalué el antigeno
Tween 20 del método ELISA-DOT y ef antigeno de la prueba comercial. En el
antigeno Tween 20 se obtuvieron 16 bandas proteicas de las cuales la de 253 kd,
234 kd y 200 kd corresponden a enzimas de la membrana, las bandas proteicas de
159 kd, 136 kd y 147 corresponden a adhesinas o lectinas; pesos moleculares entre
44 y 65 kd se fratan de proteinas con Acidos grasos incomporadas del suero de cabatio
como es e Acido palmitico y dcido oleico ( 19,30, 45,53)

En estudios anteriores se demostré por medic de una inmunoelectrotransferencia
la respuesta de anlicuerpos contra células de Mycoplasma hyopneumoniae
solubilizadas con Tween 20, se detectaron anticuerpos para $ antigenos cuyos pesos
moleculares se estimaron entre 110 kd, 74 kg, 64 kd, 50 kd, 41 kd y 37 kd. Estas
proteinas se enfrentaron con suero hiperinmune de Mycoplasma foccufare y
Mycoplasma hyorhinis. El Mycoplasma flocculare mostré reaccion cruzada con las
proteinas de 110kd, 64kd y 41 kd., en el antigeno Tween 20 no se presentan
proteinas con estos pesos moleculares, 0 que justifica el porque no hay reaccion
cruzada conh el sueru hiperinmune de Miycoplasma flocculare. El suero hiperinmune
de Mycoplasma hyorhinis mostré reaccién cruzada con la proteina de 37 kd; la cual si
esta presenie en el antigena Tween 20 lo que justifica la reaccién cruzada con el
suero control positivo de Mycoplasma hyorhinis. La proteina de 37 kd forma parte del
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sistema de transporle de proteinas de alta afinidad de Mycoplasma hyorhinis
(13,19,30, 50).

Una de las proteinas mas importantes que se identifico a partir del antigeno Tween
20 fue la de 54 kd, ya que en estudios anteriores esta proteina fue identificada como
un faclor cilopdtico del Mycopfasma hyopneumoniae, ésta proteina se ha purificado a
partic de la membrana del Mycoplasma aislado de células con fibrosarcoma en
ratones (18,30), es solo especifica de Mycoplasma hyopneumoniae y es una
altemativa para purificacion y utilizacion de diagnéstico.

Se sabe que en la membrana de Mycoplasma hyopneumoniae y los Ureoplasmas
se encuentran unas proteinas no enziméticas que decifran la informacién confenida
en la estrctura de los carbohidratos, estas proteinas de pesos moleculares por amiba
de los 100 kd se denominan lectinas. Las lectinas tienen la capacidad de ligar
carbohidratos del suero de caballo del medio de cultivo, creando una contaminacion,
ésta adsorcién de profeinas se debe a fa baja del pH por ia fermentacion que ocure
en el medio de cultivo para ef desarrolio del Mycoplasma. Aigunas de estas proteinas
exdgenas se confunden con las verdaderas proteinas de membrana dando origen a
reacciones cruzadas. In vivo éstas lectinas son utilizadas por e Mycoplasma para
evadir ia respuesta inmune en los cerdos ya que pueden ligar anticuerpos propios del
animal de manera inespecifica.(30,34,45).

Todo méicdo de diagndstico seroldgico debe cumplic con los sigulentes
pardmetros; especifico, sensibie, rapido, econdmico y facil de utilizar. No cabe duda
que el método de ELISA - DOT es ampliamente utilizado en el diagnéstico de
enfermedades veterinarias y en el caso de fa Neumonia Enzodtica es posible
establecer este método siempre y cuando el antigeno Tween - 20 de Mycoplasma
hyopneumoniae este purificado totaimente y que no presefite reaccidn cruzada con
otros Micoplasmas, Esto es posible identificando y purificando la proteina de 54 kd
que solo esta presente en el Mycoplasma fiyopneumonige y no en ofras especies de
Micoplasmas .
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Se propone realizar una inmunoelectrotransferencia de las 16 proteinas y
enfrentaras con diferentes sueros hiperinmunes con anticuerpos de cerdos con
Mycoplasma hyopneumoniae, Mycoplasma hyorrinis y Mycofdasma flocculare al igual
con sueros normales de cerdo , sueros de cerdos vacunados y con el alimento de los
cerdos paca descartar toda reaccidn cruzada y elegir 1a proteina especifica.

En cuanio a costos €5 una prueba que a compasracion a las del mercado es
econdmica, la prueba comercial Chekit-hyoptest tiene un costo de 7,000 pesos para la
determinacion de 500 pruebas, y la realizacion de la prueba de ELISA-Dot Tween 20
H-H fubo un costo de aproximadamene 3,500 pesos para 1a determinacidn  de mas
de 1500 pruebas.

Lo anferior es un trabajo de invesfigacion que ya se esta realizando en Posgrade
de FES-Cuautitidn, solo queda esperar el resultado y estandarizar nuevamente Ia
técnica para que pueda ser enfrentado con diferentes muestras y asi sea untitizado
como un método de diagnostico rutinario que el mismo porcicuttor o veterinario lo
utilice en la granja.
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VI CONCLUSIONES

El uso de la prueba ELISA-DOT Tween 20 H-H puede ciertamente contribuir a la
investigacion seroibgica de la Neumonia Enzoéfica ya que es ripida, econdmica y
facil de utilizar; pero requiere una valoracién mas completa del antigeno antes de
ofrecerta como prueba de diagnéstico, sin embargo, tiene la ventaja de ser
desarrollada en el pais, lo que Iz hace prometedora.

Con base a los resultados obtenidos y el andlisis de los mismos se concluye lo
siguiente;

- El andlisis comparativo demuestra que existe una gran diferencia entre los
resuttados de ambas pruebas; debido a que &l Antigeno Tween 20 requiere de una
valoracion completa, proponiéndose un proceso de purificacion adicional por medio
de Sephacril S-300.

- Se obtuvo una sensibilidad y especificidad comparativa del 100% y 8.3 %
respectivamente. La diferencia entre los resuftados se atribuye a reacciones
inespecificas, incluyendo reacciones cruzadas con el antigeno Tween 20.

- La purificacién de la proteina de 54 kd es una excelente opcidn para el
diagnéstico especifico de la Neumonia Enzodtica, con ella se puede nuevamente
estandarizar el método ELISA-DOT y crear una prueba comercial con una aita

sensibilidad y especificidad.
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ANEXO

1.- PREPARACION DE MEDIO DE FRIIS para el crecimiento de Mycoplasma
hyopneumoniae.

1.- Preparar la base del medio para esterilizar en autoclave a 115 b de presion
durante 15 minutos.

PARA 1000mi
Solucién de Hanks pH7.5 (mi) 304
Agua desionizada 450
Infusidn de cerebro-corazdn 59
PPLO Caldo 59
Rojo de fenol al 22% 7mi
DNA 1g
L actoalbamina 1 g por 1000 ml de medio
Agar (medio sdiido) 109

Penicilina 2000 unidades /mi de medio

2.- Previamente estetilizar por filtracién usando papel Millipore 0.22, suero inactivado
de caballo (inactivar 56°C durante 15 min.) y extracto de levadura.
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PARA 1000m}

Extracto de levadura  (ml) 36
Suero inactivo de equinc (mi) 200

3.-)Colocar todo en prueba de esterilidad a 37°C , durante 24 hrs.
4.-) Una vez aprobada Ia prueba de esterilidad, en una campana de flujo laminar con

todas las condiciones de esterilidad, mezclar e! medio base, el extracto de Jevadura y
¢l suero inactivado de equino.
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GLOSARIO (58)

D.0.- Densidad Optica.

ELISA.- Ensayo inmunologico ligado a una enzima

Enzoética.- Enfermedad especifica de una especie.

Especificidad diagnéstica.- Capacidad de la prueba para ser negativa en individuos
sanos.

Especifickdad analitica.- Es la capacidad de la prueba para reaccionar solo con la
sustancia de interes.

H-H.- Término personal de la autora def trabajo.

Morbitidad.- Es el nimero de individuos o animales enfermos en determinada zona.
Mortalidad.- Es el nimer de individuos o animales que mueren en determinada zona
a causa de una enfermedad comun.

ng: Nanogramos 1x10 ° mg.

pg.- Picogramos  1x10 “mg.

Sensibllidad diagnéstica.- Capacidad de la prueba para ser positiva en individuos
enfermos.

Sensibilidad analftica.- Es la capacidad de la prueba para defectar pequeiias
cantidades de una sustancia o pequefios cambios en su concentracion.

TBS .- Sotucién Buffer de Trietanolamida.

Zootiologfa.- Enfermedad que afecta a una pobiacién de animales en determinada
Zona y se propaga ripidamente.

o
o e
Ak
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