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RESUMEN 

La Neumonía Enzoótica es una enfermedad infecciosa producida por el 

Mycoplasma hyopneumoniae que es un microorganismo que afecta et tracto 

respiratorio de los cerdos, esta infección se caracteriza por tos, pérdida de peso y 

baja mortalidad. Es una de las enfermedades que mas dinero cuestan al porcicultor, y 

no solo por los animales que se mueren, sino además por los que quedan como 

enfermos crónicos ya que la pérdida de peso en estos es muy significativa; así como 

el gasto de medicinas, alimento, etc. 

El Mycoplasma hyopneumoniae penetra por el aire inspirado y coloniza el epitelio 

ciliado del área traqueobronquial; entre cerdo y cerdo se puede transmitir por contacto 

de narices. Todo esto se ve favorecido por factores predisponentes corno son el 

destete, el transporte de los animales, los cambios de corral, la falta de agua y 

alimento , humedad del piso, cambios de temperatura y un diagnóstico inoportuno 

(33). 

Este trabajo tiene la finalidad de ensayar una prueba serológica de ELISA-DOT 

para el diagnóstico de Mycoplasma hyopneumoniae, la cual sea sensible, especifica, 

rápida, económica y fácil de utilizar. Para esto se obtuvo el Antígeno Tween 20 a 

partir de un cultivo de Mycoplasma hyopneumoniae; se fijó a membranas de 

nitrocelulosa, se estandarizaron las condiciones de trabajo por el método de ajedrez y 

se nombró como método de ELISA-OOT Tween 20 H-H. Posteriormente se evaluaron 

100 sueros de cerdos provenientes de los estados de Tabasco, Michoacán y Yucatán. 

Los resultados fueron comparados con una prueba comercial obteniéndose una 

correlación del 41%, una sensibilidad y especificidad comparativa del 100% y 8.3% 

respectivamente. 

En base a estos resultados se observa que existen diferencias entre ambas 

pruebas; estas diferencias se atribuyen a reacciones inespecíficas causadas por el 

tipo de proteínas que presenta el Antígeno Tween 20, estas proteínas fueron 

identificadas por medio de una electroforesis en gel de poliacrilamida. 
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De tal manera se concluye que la prueba ELISA-DOT Tween 20 requiere de una 

purificación del Antígeno Tween 20; así como de más ensayos para ofrecerla como 

método de diagnóstico rutinario. 

1.- INTRODUCCION 

Las neumonías son una de las enfermedades que más dinero le cuestan al 

porcicultor, y no solo por los animales que se mueren, sino además por los que 

quedan como enfermos crónicos, debido a la baja ganancia de peso el gasto en 

medicinas curativas, tanto inyectadas como en el agua de bebida, la mano de obra, el 

costo del veterinario, etc. (33,38) 

Entre las divetSas etlologlas que provocan trastornos respiratorios; Mycoplasma 

hyopneumoniae , es et principal factor de inmunosupresión para el tracto respiratorio 

en cerdos y se encuentra prácticamente en todas las granjas del país; es el 

responsable de la Neumonía Enzoótica, 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 pulmón 

afectado. ( 11,33) 

Existen una gran variedad de métodos de diagnóstico para Mycoplasma 

hyopneumoniae sin embargo es importante implantar un método de diagnóstico que 

cubra las siguientes características: rápido, especifico, sensible. económico y fácil 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 económicas en la granja. (8, 11) 

Recientemente se han elaborado los conjugados para la detección de Mycoplasma 

hyopneumoniae en pulmón como son los de fluorescencia y peroxidasa; en la 

Coordinación de EstudiOS de Posgrado de la Facultad de Estudios Superiores 

Cuautitlán. U.N.A.M. (9) 
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Así mismo fue desarrollada una prueba de ELISA indirecta para la detección de 

anticuerpos contra el Micopfasma, mediante el uso de un antígeno especifico como es 

el Antígeno Tween 20, mostrando su utilidad. (21) 

Sin embargo estas pruebas son de uso de laboratorio. En otras enfermedades 

como pleuroneumonla contagiosa porcina o micotoxinas se pueden diagnosticar en 

condiciones de campo mediante el empleo del método de ELISA-DOT, teniendo las 

ventajas de ser rápida, confiable y fácil de realizar. Es por ello que el presente trabajo 

es un ensayo para la aplicación de la prueba ELISA-DOT en el Diagnóstico de la 

Neumonía Enzóotica, la cual no existe hasta el momento. 

1.1.· CLASIFICACIÓN DE LOS MOLLICUTES 

La clasificación más común de los Mollicutes fue establecida por Edward y Freundt 

en 1956 (14), ésta consistió en una sola familia Mycoplasmataceae. con un solo 

género Mycop/asma y 15 especies. En la actualidad ésta clasificación fue 

gradualmente expandida por la adición de nuevos Géneros, Familias y una sola clase 

de Mollicutes que proviene del latín mollis (suave) y cutis (piel). 

La clasificación más actual es la siguiente: (30,31) 

Género 1: M¡<:oplasma 
Fam 1 M¡,c:op/asmataceae ( 92 especies) 

ORDEN I Myco{Jlasmatales Alycoplasma h_....,..,.. 
Género 2: U,eoplasma 

Fam 2 Spiroplasmataceae Género: Spiroplasma 

ORDEN 2 Acholep/asmatales 

ORDEN 3 Anaerop/asmatales 



4 

1.1.1.· CARACTERISTICAS GENERALES DE LOS MOLLICUTES 

Existe cuatro características comunes generales que tienen lo Mollicutes: 

1) carecen de maquinaria genética para fonnar una pared celular en un medio de 

cultivo, 2) las colonias lieoen fonna de huevo estrellado con un diámetro entre 0.01 a 

1.0 mm en el 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 morfología de los Mollicutes en medio líquido varía entre cocoide, pleomórfica y 

fonnas filamentosas dependido de su especie. Su reproducción es por fisión binaria. 

Su naturaleza flexible y su pequello tamallo pennite el paso através de membranas 

con un poro de 0.22-0.45 um de diámetro. Las colonias de Mycopfasmas tienen un 

rango entre 0.1 a 1.0 mm de diámetro.(3,30,40) 

Los Mollicutes son gram negativos, pero se tillen muy pobremente por lo que se 

recomiendan otros métodos de tinción como son por Giemsa o tinción de 

Rumanowsky. (3) 

Los Mollicutes están encerrados en una membrana plasma! compuesta por 

protelnas , glicoplOteinas, glueolípidos y fosfolípidos. Por mieroscopía electrónica se 

ha observado la presencia de un citoesqueleto y una estructura tenninal 

especializada. Estas estructuras son las responsables de la moülidad y adherencia en 

la membrana de la célula blanco. (3,30) 

Similar a otros procaríotes los Mollicutes poseen un genoma de DNA de doble 

filamento. Los genomas de las especies de Mycop/asma son los más pequellos 

pesan sobre 500 a 750 kd. (3,30) 

Muehos Mollieutes son organismos fastidiosos que requieren un complejo con 

suplementos basales como suero y extractos de levadura para su crecimiento. Acidos 

grasos insaturados y ácidos precursores son factores esenciales de crecimiento. 

(3,30) 
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Todos los Mollicutes del género Mycop/asma requieren colesterol para su 

crecimiento el cual es obtenido de sueros de caballo o de sueros con alto contenido 

de colesterol. El pH óptimo para el crecimiento de Micoplasma es de 7.5, con una 

temperatura entre 37 y 39 ºC. Los Mollicutes son aerobios facultativos o 

microaerofilicos.(3,30,40) 

Muchos Mollicutes usan glucosa o arginina; o ambas como fuente de energía. 

Algunos obtienen su fuente de energía por la oxidación de ácidos grasos o por 

metabolismo de cart>ohidratos de cadena corta. Solo Ureop/asma metaboliza urea por 

vía de la ureasa.(3,40) 

Los Mollicutes son sensibles a compuestos que bajan la tensión superficial como; 

jabones, amonios cuaternarios y Tween. El iOdo y compuestos fenolados los 

destruyen completamente. Son generalmente resistentes al acetato de talio y a la 

clásica penicifina, (éste antibi6tic:o intelfiere en la síntesis de la pared celular) sin 

embargo son sensibles a antibióticos que interfieren con los aminoácidos, ácidos 

nucleicos y metabolismo de esteroles. Son altamente susceptibles a sueros inmunes 

in vitro.(3, 36, 40) 

1.2 .• NEUMONIA ENZOOTICA 

ANTECEDENTES 

En la antigüedad se creía que el agente causal de la Neumonía Enzoótica era un 

virus, pero en 1965 fue aislado y demostrado que el Mycop/asma es una bacteria la 

cual causa la Neumonía en cerdos esto en E.U. (31) 
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Las pruebas de diferenciación fueron las siguientes (30) : 

Mycoplasma I Bacteria 1 VIIUS 

(PAREO NO 1 SI 1 NO 

IT-.. 0.3um 1 1-2 um 1 <0.5um 

PROPAGACION EN 

IEDIO LIBRE DE CEL SI 1 SI 1 NO 

REQUIEAE ESTEROi.ES SI 1 NO 1 NO 

GAMA ESTRECHA DE 

ESPeCIFICIIW> HOSPEDERO NO 1 NO 1 SI 

RESISTENCIA A AHTIBIOTICOS 
QUE ACTUAN EN stNTESIS DE 

PROTElNAS NO 1 NO 1 SI 

RESISTENCIA AANTIBK>TICOS 

QUE ACTUAN CONTRA PAREO SI 1 NO 1 SI 

El nombre Myc;oplasma fue derivado por la combinación del griego mykes (hongo) 

y plasma (por algo formado o moldeado). (14) 

El agente etiológico primario de la Neumonía Enzoótica es el Myc;op/asma 

hyopneumoniae, en todo el mundo es una de las enfermedades asociadas a la 

pérdida de producción en oerdos.(23, 37) 

1.2.1.· DEFINICION 

La Neumonía Enzoótica es una enfermedad infectocontagiosa del tracto 

respiratorio de los oerdos, caracterizada por tos, pérdida de peso y alta morbilidad; 

debido a la asociación de Myc;op/asma hyopneumoniae con otros microorganismos 

como son Pasteurella mul/ocida y Actínobacíllus pleuropneumoníae. (33,42) 
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1.2.2.- PATOGENIA 

Los animales se pueden infectar mediante la inhalación, por aerosol, de partículas 

producidas por los animales que al toser dispersan grandes cantidades de células de 

Mycop/asma hyopneumoniae, o por contacto de narices. Las partículas 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 acción directa sobre las células y la respuesta 

inmunológica producida por el hospedero (16). La modificación de las propiedades 

de la membrana de la célula blanco debido a la unión con receptores específicos y la 

liberación de metabolitos (peróxido de hidrógeno). pueden causar diversas 

alteraciones, como la inhibición de la actividad ciliar y la hiperplasia del epitelio; dando 

como resultado la exposición de antígenos que ya no son reconocidos como propios 

por el Olganismo. Este proceso de hipersensibilidad da origen a una reacción 

linfocitaria extensa, formación de complejos inmunes e inflamación. (57) 

La colonización de la mucosa por el Mycop/asma hyopneurnoniae se produce 

tempranamente y la adhesión a receptores, probablemente especificos, de las células 

ciliadas es el evento inicial en el desarrollo de la neumonía (11). 

Luego de la infección, el Mycoplasma hyopneurnoniae se aloja en las vías 

respiratorias a nivel de los epitelios traqueal, bronquial y bronquiolar; localizándose 

entre los cilios y el Citoplasma apical de las células. La presencia de éste produce el 

aglutinamiento y la pérdida de cilios reflejando la intensa colonización que se produce. 

No se produce la penetración del microorganismo a los tejidos (24,25 ). 

La ciliostasis e hipersecreción de moco contribuye al acúmulo de exudado 

mucopurulento en las vías aéreas bajas. (20) 
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El Myccp/asma hyopneumoniae produce peróxido de hidrógeno que provoca 

irritación local. La activación del complemento, la degranulación de neutrófilos y la 

liberación de otros mediadores químicos de la inflamación por el hospedero durante la 

reaa:ión inmunogénica, probablemente contlibuyen a la irritación local de la mucosa. 

(11) 

Como respuesta a la infección se han determinado que se producen cambios en 

las propiedades fisicoquímicas del moco secretado por las células eplteliales, estos 

cambios al parecer incrementan la susceptibilidad y la infección bacteriana 

secundaria. (11, 17) 

El período de incubación de Mycoplasma hyopneumoniae está reportado entre 10-

16 días bajo condiciones naturales. Sin embargo existen otros reportes que presentan 

variabilidad en el tiempo de incubación (2,30.31). 

1.2.3.· IMPORTANCIA ECONOMICA 

La neumonía en el cerdo representa uno de los más graves problemas infecciosos 

de ésta especie animal. El tipo y la severidad de la neumonía es el resultado de la 

interacción dinámica entre los agentes infecciosos y el hospedero; que son 

fuertemente influenciados por las condiciones ambientales, prácticas de manejo y 

factores nutricionales; lo que favorece la invasión del tracto respiratorio por bacterias, 

micoplasma y virus. (38,42,49) 

Oe esta manera se pone de manifiesto la complejidad del estudio de las 

enfennedades respiratorias 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 patógeno. Por otra parte 

la gran escala de la producción porcina se ha convertido en un factor que agrava y 

difunde la infección pulmonar (4). 
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El costo económico de esta enfermedad es enorme, debido al carácter crónico que 

usualmente presenta, lo que ocasiona severas pérdidas por deficientes ganancias de 

peso y retraso en el crecimiento; además, debe considerarse el enorme gasto por 

concepto de medicamentos, retraso en la comercialización (hasta de un mes), 

programa de prevención y control. (35,39) 

La importancia de Mycop/asma hyopneumoniae no es sólo su efecto como 

patógeno primario, sino también por su capacidad de actuar sinérgicamente con otros 

microorganismos para causar una enfermedad respiratoria grave. (49) 

Se ha determinado que entre el 30 y 60% de los cerdos de abasto presentan algún 

tipo de lesión neumónica, y por cada 10% de tejido pulmonar afectado, la ganancia 

diaria de peso se reduce en 37.5 gr. (39) 

1.3.- ESTRUCTURA DEL Afycop/asma hyopneumoniae. 

El !amano y rnodología del Mycop/asma hyopneumoniae no varía según la fase de 

crecimiento. Las células son cocoides con un diámetro de 0.2 a 0.5 um tanto in vitro 

como in vivo. Está limitada por una membrana trilaminar asimétrica, contigua a ésta 

se observa una cubierta de apariencia rizada, que consiste en delgados y largos pelos 

o cerdas de 1 a 2 nm de diámetro y 30 a 100 nm de largo. (22) 

En cortes de pulmón tenidos con rutenio rojo cultivados en presencia de suero 

hiperinmune, se observa una estructura capsular de 125 nm de espesor, y parecen 

estar constituidas por elementos fibrilares orientados radialmente (56). El material 

capsular se extiende entre el Micoplasma, las microvellosidades. cilios e 

interconectando otras células micoplasmales ( 57 ). Está compuesta por proteínas y 

carbohidratos entremezclados, las primeras predominan en la capa intermedia; 

mientras que los segundos predominan en la capa más 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). 
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1.3.1.· CULTIVO E IDENTIFICACION DE Mycoplasma hyopneumonlae. 

Es uno de los microorganismos más exigentes del género; sin embargo, el 

desarrollo de medios de cultivo complejos corno los descritos por Friis y Goodwin 

facilitan su aislamiento ( 16 ). 

El medio de cultivo más 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 proteína alfa-1 lipoproteína, 

ésta proteína contiene colesterol esterilicado y fosfolípidos los cuales son esenciales 

para el crecimiento del Mycoplasma hyopneumoniae, ya que lo utiliza para la 

formaci6n de su membrana celular (6, 16 ). 

Otro nutriente es el extracto de levadura, es esencial ya que es rico en magnesio y 

vitamina B lo cual es utilizado para mantener la integridad de la membrana. 

La adición del PPLO es para obtener energía a partir de peptonas; es importante la 

presencia de un antibiótico ya sea penicilina, nistatina, anfotericina o metoxilina para 

hacer de éste un medio difelencial ( 6,16 ). 

La mayorla de los Mieoplasmas requieren de DNA para facilitar su crecimiento, el 

cual varía de 2 a 14 días en medio líquido a 37 •e en agitación ( 6,16). 

La solución de Hanks tiene la función de mantener el pH del medio a 7.5 con la 

presencia del rojo de fenal corno 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 sólido las colonias pueden ser detectadas después de 2 a 3 días de 

incubación y alcanzan su tamal\o máximo después de 10 días. Se desarrollan en 

forma de pequenas colonias redondas con un diámetro de 1 oo a 500 um, 

desprovistas de la protuberancia central ( dan la apariencia de gotas de rocío }. 
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Las placas se incuban a 37'C con la mayor cantidad de humedad posible y una 

atmósfera que contenga de un 5 a 10 % de CCn (16,42) 

La identificación se realiza por pruebas bioquímicas, que incluyen la prueba de 

dependencia de esteroles, fermentación de carbohidratos, reducción de azul de 

tetrazOlio, através de pruebas serológicas o pruebas de inhibición de crecimiento. (3) 

El Mycoplasma hyopneumoniae SOio puede ser aislado del tracto respiratorio. Se 

encuentra en el epitelio del pulmón, por lo general asociado a los cilios, donde puede 

ser detectado por la tinción de giemsa, microscopía electrónica, inmunoflorescencia e 

inmunoperoxidasa. (12,42,47) 

1.3.2.· DIAGNOSTICO DE Mycopfasma hyopneumonlae 

La neumonía por Mycoplasma hyopneumoniae se diagnostica normalmente bajo 

condiciones prácticas, en base a la presencia de una neumonía crónica en la piara 

(tos no productiva y sin fiebre) . Neumonía que se caracteriza por una tos bien 

demarcada y explosiva, con hallazgos histológicos de neumonía intersticial que 

produce crecimiento disparejo, conversión alimenticia deficiente y sin mortalidad. Sin 

embargo estos signos son sólo indicativos y la confirmación mediante pruebas de 

laboratorio es esencial para el diagnóstico 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 diagnóstico de Mycoplasma 

hyopneumoniae son: 

1.·) lnmunofluorescencia, que consiste en el examen del pulmón utilizando un 

conjugado policional o poliespecifico anti-Mycop/asma hyopneumoniae. La 

especificidad de esta prueba (conocida también por sus iniciales IF) es ambigua 

puesto que Mycoplasma hyopneumoniae comparte propiedades antigénicas con 

Mycoplasma floculare y Mycoplasma hyorhinis. (33,48) 
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2.-)Análisis mediante cultivo de muestras de pulmón con la identificación subsecuente 

de los aislamientos utilizando: epifluorescencia, inhibición del crecimiento, prueba de 

inmunotraSferencía (Western Blot) para detectar la proteína p36, prueba de la sonda 

de ADN, reacción de la polimerasa (PCR). El método del cultivo es tedioso y tardado 

debido a que Mycoplasma hyopneumoniae crece muy lentamente, además del efecto 

de confusión que producen otros mycoplasmas u otras bacterias presentes en el 

tracto respiratorio. (33,48) 

Para la diferenciación de Mycoplasma de otros Géneros es necesaria la prueba de 

inhibición con digitonina, donde Mycop/asma 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 tamallo de 

las colonias. (40) 

3.·) La detecci6n de Mycoplasma con la sonda especifica de ADN en muestras 

clínicas (en lavados traqueobronquiales o en pulmones).Este método es rápido pero 

no suficientemente sensible (hasta 10-6 células de Mycop/asma). La técnica dePCR, 

desanollada recientemente incrementó significativamente la sensibilidad. AJ mismo 

tiempo, reveló heterogeneidad entre las cepas. Sin embargo, la prueba diagnóstica 

basada en la PCR no ha logrado convertirse en una prueba de rutina para el 

diagnóstico de la infección por M. hyopneumon/ae. Además 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 antibióticos y bacterias presentes en las 

muestras Clínicas, de la obtención del resultado en poco tiempo, aun antes de que 

haya una respuesta serológica. Son también importantes las desventajas de la 

prueba, tales como la complejidad del examen, la presencia de algunos resultados 

falsos positivos y falsos negativos. (33,41,48) 
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4.-) La serología también se utiliza para el diagnóstico en piaras. Para estos 

propósitos, con frecuencia se utilizaban, en un principio, las técnicas de fijación de 

complemento y de hemaglutinación indirecta, las cuales no resultaron ser 

sufieientemente sensibles. La prueba indirecta de ELISA utilizando un antígeno 

soluble Tween 20 es muy sensible; sin embargo a menudo se observan reacciones 

cruzadas con anticuerpos con Mycop/asma noccu/are y Mycop/asma hyominis, debido 

a que tienen las proteínas comunes p73 y p41. Son más especificas las pruebas 

basadas en el bloqueo 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 (lgG) sino también en el calostro (lgA e lgG) o en el tracto respiratorio 

(lgA).(1, 7 ,12) 

En algunos casos también resulta útil la prueba de Western Blot para detectar 

anticuerpos contra antígenos inmunodominantes de importancia. Es posible 

demoslrar la inmunidad mediada por células mediante pruebas tales como la de 

transformación de los linfoblastos. (33,48) 

1.4.· ENZIMOINMUNOENSAYO (ELISA) 

La técnica EllSA fue descrita casi al mismo tiempo, en 1971 por dos equipos de 

trabajo diferentes. el de Engvall y Penmann en Suecia y el de Van Weemen y 

SChuurs en Holanda. Es una de las técnicas de mayor aplicación en el área de 

patologla animal, obteniéndose en todos los casos resultados muy favorables. 

(21,32). 

Esta técnica es un inmunoensayo que permite determinar la concentración de un 

antígeno o un anticuerpo mediante el uso de uno de ellos en fase sólida y el otro en 

solución, detectándose la formación de un complejo antígeno-anticuerpo mediante un 

trazador enzimático. (32) 
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Existen diferente modalidades o clasificaciones de la técnica ELISA, sin embargo 

se describirán las más usuales: 

1.- Método del emparedado o sandwich 

Consiste en inmovilizar un exceso de anticuerpo en una fase sólida el cual es 

incubado con un control o muestra en la que se presume existe el antígeno; después 

de lavar el complejo antígeno- anticuerpo inmovilizado, se incuba con un exceso de 

anticue¡po 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 usarla un tercer 

anticuerpo marcado específico para el anterior complejo. (,32) 

2.- Método indirecto 

El antígeno es fijado o inmovilizado en un soporte de fase sólida, se incuba con el 

suero que contiene el anticuerpo, se lava y se allade el conjugado, que consiste en 

una antiinmunoglobulina conjugada con la enzima, de tal manera que reaccione 

contra el anticue¡po del complejo primariQ; se lava y se adiciona el sustrato. (21, 29) 

3.- Método directo 

El anticue¡po es inmovilizado en un soporte de tase sólida. Se adiciona una 

solución que contenga antígeno y antígeno conjugado con la enzima, se incuban y se 

lavan; la cantidad de antígeno conjugado con la enzima que reaccionó con el 

anticue¡po es medido por la hidrólisis del sustrato. (21,29,32) 

Los soportes en los cuales se puede fijar el antígeno o el anticuerpo pueden ser 

partículas de nitrocelulosa, poliaailamida, silicón, goma y plástico (polivinil, 

poliestireno, etc.) (32) 
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1.5.- DOT-ENZIMOINMUNOENSAYO (DOT-ELISA) 

las membranas de nitrocelulosa tienen la propiedad de fijar en forma no covalente 

una gran variedad de macromotéculas (principalmente ácidos nucleicos y proteínas) 

por Jo que pueden ser utilizadas como fase sólida en enzimoinmunoensayos. Poseen 

la ventaja de requerir pequellas cantidades de inmunoreactivos y la facilidad de 

ensayar distintas especificidades simultáneamente. (32) 

FUNDAMENTO 

El Dot-inmunoensayo consiste en adsorber sobre membranas de nitrocelulosa, del 

tamallo adecuado, pequellas gotas de solución de antlgeno (entre 1 y 5 ul) con unos 

100 a 500 pg de antlgeno purificado, limitando la zona de interacción a una pequen a 

área (diámetro aprox. 1mm). Luego de evaporar el diluyente, los sitios de unión de la 

membrana que no fijaron antígeno deben ser bloqueados por incubación con una 

proteína inerte, no relacionada con el sistema en anfllisis. Posterionnente, se realiza 

sobre las membranas una reacción inmunoenzimática mediante una de las 

metodologías ya descritas, utilizando en la última etapa una enzima o conjugado que 

calalize una reacción con producción de una sustancia insoluble en el solvente 

utilizado. De esta forma, en la zona de sembrado de antlgeno se produce una 

coloración debida a la precipitación del producto fomlado, la cual contrasta contra el 

fondo blanco de la membrana en donde no hay antígeno. (21,32) 

Se ha demostrado que antígenos tales como proteínas. ácidos nucleicos. 

membranas celulares, organelOS, células (hongos, protozoos y bacterias ) y virus. son 

capaces de fijarse a las membranas de nitrocelulosa. Se puede facilitar su unión con 

la presencia de detergentes no iónicos (Tween 20, Tween 80, Tritón X-100, etc.), 

siempre y cuando la concentración 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 útil un reflectómetro para la cuantificación de 

los resultados. (33) 
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11.-0BJETIVOS 

2.1.· Objetivo General: 

-Desarrollar una prueba ELISA - DOT Tween 20 H - H para el diagnóstico de la 

Neumonía Enzoótica producida por Mycoplasma hyopneumoniae en cerdos. 

2.2.- Objetivos Particulares: 

2.2.1 •• Producir y obtener el Antígeno Tween 20 de Mycop/asma 

hyopneumoniae. 

2.2.2.- Estandarizar la prueba de ELISA - DOT Tween 20 H-H para el diagnóstico de 

Mycop/asma hyopneumoniae en cerdos. 

2.2.3.- Realizar un análisis comparativo de los resultados obtenidos de la prueba 

ELISA - DOT Tween 20 H - H contra un Paquete Comercial específico para el 

diagnóstico de Mycop/asma hyopneumoniae en cerdos. 
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III METODOLOGIA 

3.1.· CULTIVO DE Mycoplasma hyopneumoniae Y OBTENCION DEL 

ANTIGENO lWEEN 20. 

Para el cultivo se utilizaron 2.5 lts de medio de Friis (anexo 1), el cual se inoculo 

con Mycop/asma hyopneumoniae (cepa 194 donada por el Dr. Ross de la Universidad 

de lowa, E.U, esta cepa se inoculó en 3 mi de medio de Friis y se incubó 7 días) se 

incubó durante 12 días a 37ºC con agitación de 70 r.p.m. 

Posterionnente se concentraron las células por centrifugación a 15,000 g, 

obteniéndose solo 3 g del sedimento los cuales se lavaron con 3 mi de amortiguador 

de fosfatos 0.025M a pH=7.5, conteniendo 1 % de Tween 20, se incubó a 37ºC 

durante 90 minutos en agitación. 

Una vez transcurrido el tiempo, el sedimento con el Tween 20 se centrifugó a 

20,000 g durante 60 minutos a 4 ºC y se separó solo el sobfenadante; éste fue 

filtrado en una membrana Millipore de 0.22 u y se conservó a -70ºC. 

Esta preparación final es la determinada como Antígeno Tween 20 y su 

concentración de proteínas 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 dilución óptima del Antígeno fue determinada por el empleo del método de 

diluciones dobles dimensionales (método de ajedrez}. 

1.-) Cortar tiras de papel inmobilón (Millipore) aproximadamente de 1 O cm de largo y 

0.5 cm de ancho (aproximadamente 20) 
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2.-) Hacer en tubos diluciones dobles del Antígeno Tween 20 de 1 :2 hasta 1 :60000 

con amortiguador de carbonatos a pH= 8.5 

3.-) Colocar las tiras en los carriles de las placas previamente sensibilizadas con 

metanol y marcar los carriles del 1 al 20 tanto en la parte superior como lateral para 

identificar las diluciones del Antígeno y las del Anticuerpo primario. 

4.-) Una vez secas las tiras colocar las diluciones del Antígeno Tween 20 de arriba 

hacia abajo, dejar secar a 37ºC en una incubadora aprox. 45 min. y realizar 3 lavados 

de 5 minutos cada uno con solución de lavado (Caseinato de calcio al 0.1 % plv en 

TBS) 

5.-) Una vez secas. guardarlas en refrigeración durante 24 hrs. 

6.-) Bloquear las tiras (Caseinato de Ca al 3% (plv) en TBS). durante 30 min. en 

agitación. 

7.-) Realizar 3 lavados de 5 min. e/u con solución de lavado (Caseinato de Ca al 0.1 

% plv en TBS). 

8.-) Preparar diluciones dobles de 1 :2 hasta 1 :60000 del Anticuerpo secundario 

utilizando suero Hiperinmune de cerdo con Mycop/asma hyopneumoniae 

(proporcionado por el M.C Tonatiuh Cruz. FES-C, U.N.A.M.) con solución de 

anticuerpos (Caseinato de Ca 1% plv , con 0.05% v/v Tween 20 en TBS). 

9.-)Colocar 1 mi de cada dilución en su carril correspondiente durante 60 min. en 

agitación constante. 

10.-) Realizar lavados como se indica en el paso 7.-) 
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11.·) Preparar el Anticuerpo secundario utilizando Anti-lgG de cerdo peroxidado 

obtenido de conejo; adsorbiéndolo con Antígeno Tween 20 1 :2000 volumen a 

volumen durante 30 min. en baño María a 37° e (para eliminar reacciones 

inespeclficas). 

12.·) Diluir el Anticuerpo Secundario 1 :250 con solución de anticuerpos. 

13.·) Colocar en cada carril 800 ul del Anticuerpo Secundario durante 60 min. en 

agitación constante. 

14.·) Realizar lavados como se indica en el paso 7.·) 

15.·) Revelar las tiras con solución de revelado preparada en el momento (cloronaftol 

30 mg, metanol 10 mi, TBS 50 mi y peróxido de hidrógeno 50 ul (añadir 3 segundos 

antes del momento de revelar)). 

16.·) Agregar 1 mi de la solución de revelado a todas las tiras, agitar durante no más 

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 dilución óptima de Antígeno y Anticuerpo 

de la siguiente manera; elegir el último punto en donde se observe reacción positiva 

(morado) ; tanto en el antígeno como en el anticuerpo. 

19.·) Con las condiciones obtenidas por el método de ajedrez correr la prueba con 

sueros controles. 
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3.3.- DETERMINACION DE Mycoplasma hyopneumonlae 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 los Estados de Yucatán, Tabasco y Michoacán. 

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

duplicado). 

2.-) Bloquear con Caseinato de Calcio al 3% (plv) en TBS, durante 1 hr en agitación. 

3.-) Realizar 3 lavados de 5 min. e/u con solución de lavado (Caseinato de Ca al 0.1 

%(plv) en TBS) 

4.-) Agregar 1 mi de cada uno de los sueros previamente diluidos 1 :64 en solución de 

anticuerpos, durante 60 min. en agitación. (anticuerpo primario). 

5.-) Realizar 3 lavados de 5 min. e/u con solución de lavado (Caseinato de Ca al 0.1 

%(plv) en TBS) 

6.-) Preparar el Anticuerpo secundario utilizando suero de conejo Anti-lgG de cerdo 

peroxidado ; adsorbiéndolo con Antígeno Tween 20 1 :2000 volumen a volumen 

durante 30 min. en ballo María a 37º C (para eliminar reacciones inespecíficas). 

7-) Diluir el AnticuefJ)O Secundario 1 :250 con solución de anticuerpos. 

8.-) Colocar en cada carril 800 ul del Anticuerpo Secundario durante 60 min. en 

agitación constante. 

9.-) Realizar 3 lavados de 5 min. e/u con solución de lavado (Caseinato de Ca al 0.1 

%(p/v) en TBS) 
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10.-) Revelar las tiras con solución de revelado preparada en el momento (Cloronaftol 

30 mg, metano! 10 mi, TBS 50 mi y peróxido de hidrógeno 50 ul (añadir 3 segundos 

antes del momento de revelar)). 

11-) Agregar 1 mi de la solución de revelado a todas las tiras, agitar durante no más 

de 20 minutos. 

12.-J Lavar fas tiras con agua destilada y dejar secar a temperatura ambiente. 

3.4.- DETERMINACION DE Mycop/asma hyopneumonle EN 100 SUEROS DE 

CAMPO POR EL METODO DE ELISA (CHEKIT-HYOPTEST), PRUEBA 

COMERCIAL. 

La prueba comercial llamada Cheklt hyoptest, fue elaborada por el Dr. Bommeli AG, 

Suiza, es una prueba rápida, simple y especifica para la detección de anticuerpos 

contra Mycop/asma hyopneumoniae en suero, plasma o calostro, se fundamenta en el 

método de ELISA. 

1.-) Realizar una predilución a cada suero y controles 1:100 en un tubo, usando 

solución dilutora de la prueba comercial. 

Colocar 200 ul de los sueros y controles prediluidos en el pozo correspondiente por 

duplicado. 

2.-) Cubrir la placa con una tapa e incubar por 90 min. a temperatura ambiente en 

cámara húmeda. 

3.-) Lavado de la placa. 

-Después de la incubación, sacudir la placa y agregar a cada pozo aproximadamente 

300 ul (solución de lavado) evitando la formación de burbujas 

-Repetir este procedimiento 2 veces. 

- Sacudir la placa, vaciando los pozos. 

- Golpear suavemente sobre un papel absorbente. 
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4.-) Dilución, distribución e incubación del conjugado. 

- Diluir el Chekit-Peroxidasa (Conjugado) 1 :200 usando solución de lavado-dilución. 

- Colocar 200 ul de esta dilución dentro de cada pozo, cubrir e incubar 60 min. a 

temperatura de ambiente en una cámara húmeda. 

5.-) Lavar como en el paso 3. 

6.-) Adielón del Chekit-<:romógeno. 

-Adicionar 200 ul del chekit-«OmÓgeno precalentado a 25" e a cada pozo. 

7.-) Lectura de los resultados. 

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

• La diferencia entre la D.O. del control (-) y control (+) es mayor o igual a 0.3 

(ocurriendo esto dentro de 15 a 30 min. después de adicionar el cromógeno), la 

reacción se puede parar adicionando 50 ul de solución-stop a temperatura ambiente. 

8.-) Interpretación de resultados. 

- Sacar la media de la D.O de cada muestra, control(+) y control(-) 

- COnegir todo con la D.O del control(·). 

D.0 muestra -_ D.O negativo 

Valor(%)= X 100 

D. O positivo - D.O negativo 

Valor <50% 50-70% >70% 

Interpretación negativo ambiguo positivo 
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3.5 •• IDENTIFICACION DE PROTEINAS DEL AnUgeno Tween 20 H-H Y DE LA 

PRUEBA COMERCIAL EN GELES DE POLIACRILAMIDA. 

1.·) Preparación de los Geles de poliacrilamida 

TAPON 

1 mi de poliaailamida 30% en Tris-glicina pH= 8.8 

6 ut de persulfato de amonio 

3uldeTEMED 

Agregar 200 ul a la placa de corrimiento previamente tapada con cinta adhesiva para 

evitar la salida del tapon . 

GEL SEPARADOR 

5.9 mi de Trisma pH 8.8 

4.2 mi de Bls-Acrilamida. Hacer vacío. 

4ul deTEMED 

40 ul persulfato de amonio 

Agregar 3. 7 mi de la mezcla anterior y rellenar con alcohol isopropílico y esperar 

aproximadamente 20 minutos. 

Enjuagar con agua desionizada. 



GEL CONCENTRADOR 

5.3 mi de Trisma pH=6.8 

0.8 mi de Bis-Aailamida. Hacer vacío. 

8uldeTEMED 

80 ul de persulfato de amonio 

Agregar lo necesano para colocar et peine contenedor de muestras. 

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

3.-) Quitar la cinta adhesiva 
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4.-) Realizar una precooida con Tris-glicina (Glicina 0.192 M - Tris 0.125 M) a pH 8.3 

durante 30 min a 15 miliampers, tirar la solución y agregar nueva. 

5.-) Digerir los antígenos a una concentración de 1 ugtul durante 1 minuto en 
ebullld6n al igual que los marcadores de pesos moleculares en solución digestora. 

6.-) Colocar en los pozos 15 ul del marcador de peso molecular, 15 ul del antígeno 

Tween 20 y 15 uf del antígeno de la prueba comercial (este se obtuvo con varios 

lavados de la placa con solución digestora ) respectivamente. 

7.-) Realizar la corrida a 15 miliampers durante 2 horas o hasta observar que las 

muesllas llegan a la parte final del gel. 

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

9-) Revelar el gel con nitrato de plata. 



REVELADO DEL GEL 

1.-) Hidratar el gel con agua destilada durante 30 minutos. 

2.-) Preparar en un vaso de precipitados de 250 mi la siguiente mezcla: 

30 mi de hidróxido de SOÓIO 0.1 M 

2 mi de hidróxido de amonio 
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3.-) Agregar gota a gota 1 g de nitrato de plata disuelta en 5 mi de agua, más 115 mi 

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 la siguiente manera: 

En un matJáz aforado de 1 litro agregar. 

so mg de ácido cltnco monohidratado (disolver) 

1 mi de fonnaldehído 

aforar con agua destilada. 

7.-)Agregar400 mi del revelador al gel y agitar hasta aparición de bandas. 

8.-) Parar la reacción con 10 mi de ácido acético en 200 mi de agua desionizada. 
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IV RESULTADOS Y OBSERVACIONES 

Al determinar la concentración de proteínas presentes en el Antígeno Tween 20 

por el método de Bradford (1976), se obtuvieron 556 ug/ml. 

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 

c:ondicioneS de trabajo rep,esentados en la siguiente tabla. 

Col""" lb ación del Antígeno T_, 20 : 1 :4096 

Co11cen11aci6n del Anticuerpo pn,nano: 1:64 

Concentración del Anlícuerpo sea.ndario: 1 :250 

Sensibilización del Antígeno T_, 20: 30 mln a 37' y 24 hrs a a•c 

Tiempo de bloqueo: 1 hr, 

Tiempo de Anticue<po pnmario: 1 hr. 

Tiempo de Anlícuerpo secundario: 1 hr. 

Lavados: 3 ,_ de 5 mi-- uno. 

Revelado: 20 mln, 



1: 2 

1: 4 

1: 8 

1: 16 

1: 32 

1: 64 

1: 128 

1: 256 

1: 512 

1:1024 

1: 2048 

1:4096 

-
"' 

-,...,._, __ ' 

Tablero de Ajedrez 

- ---- -- -- .. - "' ... -- .. - "' "' o 00 - "' f "' u, - "' ~ g: ... "' en "' "' en "' ... 

Dilución de Anticuerpo Primario (Suero Hiperimune) 
Dilución de Antígeno (Tween 20) 

Figura 3.0. Estandarización de la prueba ELISA-OOT Tween 20 
H-H por el método de Ajedrez. Los números azules indican las 
diluciones del Anticuerpo primario (suero Hiperinmune de cerdo 
con Mycoplasma hyopeumoniae ). Las letras rojas indican las 
diluciones del Antígeno Tween 20. La flecha indica las diluciones 
óptimas; del Anticuerpo primario es 1 :64 y del Antígeno Tween 
20 es 1: 4096. 
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RESUL TAOOS DE SUEROS CONTROLES 

Se evaluaron 8 sueros controles por el Método de ELISA-OOT Tween 20 H-H, los 

cuales fueron obtenidos e identificados de la siguiente manera: 1) suero control 

experimental 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 cercto; animales inoculados con la 

cepa 194 que resultaron positivos con aislamiento e inmunollorescencia, 

proporcionado por el Dr. Abel Ciprian y M.C Tonatiuh Cruz, 4) Suero de campo 

positivo con aislamiento e inmunofforescencia positiva, 5) Suero hiperinmune de 

Mycoplasma flocculare apartir de un cerdo inoculado con un lisado de bacterina 

proporcionado por la Coordinación de Posgrado, 6) Control positivo de Mycoplasma 

hyorflinis en aislamiento y aglutinación proporcionado por M.V.Z Horado Lara, 7) 

Suero Normal de Cerdo (suero comercial), 8) Suero Humano de una persona sin 

contacto con los cerdos. Apartir del suero 9 al 14 fueron tratados con caolín para 

quitar inespecificiilades; la muestra 15) Antlgeno Tween 20 a 1:4096, y 16) Solución 

sanna. 

Los resultados se observan en la Figura 3.1 en donde la presencia de cualquier 

punto violeta es indicación de positividad, cada prueba se realizó 5 veces, cada tira de 

inmobilón tiene 1 o ul de antígeno Tween 20. 

Solo 5 de los sueros controles se evaluaron por la prueba comercial estos fueron 

el suero Hiperinmune de Mycoplasma hyopneumoniae el cual resulto positivo, el 

suero Hiperinmune de Mycop/asma floccutare el cual resultó negativo, el suero control 

positivo de Mycoplasma hyorflinis el cual resultó negativo, suero normal de cerdo el 

cual resultó positivo y suero humano el cual resultó negativo. 



1 1) Control Negativo Experimental 
2) Contra\ Positivo Experimental 

3) Suero Híperinmune Mycop/asma hyopneumon,e 

4) Suero de Campo Positivo 

5) Suero Hiperinmune Mycoplasma floccuiare 

6) Suero Control Positivo Mycoplasma hyomnis 

7) Suero Normal de Cerdo 

8) Suero Humano 

9) Control Negativo Experimental 

"tO) Control Negativo de Campo 

11) Suero Control Positivo Mycoplasma hyorrinis + e 

12) Suero de Campo Positivo + e 

13) Control Negativo de Campo 

14) Suero Hiperinmune Mycop/asma flocculare + e 

15) Antígeno Tween 20 

16) Solución Salina 

Fig. 3.1. Evaluación 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 MICHOACÁN 

31 

En la delenninación de Antleuerpos contra Mycoplasma hyopneumonlae por el 

método de ELISA-OOT Tween 20 H-H en los 100 sueros de campo, se obtuvo un 

95% de sueros positivos los cuales se observan con la formación de un punto violeta 

y un 5% de sueros negativos en los cuales no se obsen,a presencia de coloración; 

esto se muestra en la figura 3.2. y tablas 4.1 a,b y e . 

Los mismos 100 sueros de campo se evaluaron con una prueba comercial para el 

diagnóstico de Myr;oplasma hyopneumoniae (Chel<it hyoptest) y se obtuvo un 36% de 

sueros positivos, un 61% de sueros negativos y un 3 % de sueros dudosos. (ver figura 

3.3). 

La correlación 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. 

EIJSM)OTH-H PRUEBA COMERCW. 

Positivos 95% 36% 
-..Oivos 5% 61% 

Dudosos 0% 3% 

T•llla U Porcentoje de - entre ombas pruebas. 
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1 RESULTADOS 1 
SUERO n ... , .... ......-. 

1 + + 

2 + . 
3 + . 

• + . 
5 + + 

• + + 

7 + . 

• + . 

• + . 
10 + + 

11 + . 

12 + + 

13 + + .. + + 

15 + + 

11 + + 

17 + . 

" + . 
11 + . 
20 + . 

21 + . 

22 + + 

23 + . 
24 + . 
25 + + 

28 + + 

27 + + 

21 + + 

20 + + 

30 + + 

31 + 

32 . . 

33 + . 
34 + + 

35 + . 
,. . 
37 + . 
31 + 

Tobla 4.1 • COR-. ontr9 Olff)IS pn,ebas en 100 sueros de campo 
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1 RESULTADOS 1 
SUERO "'"'' ............... 

39 + + 

'° + + 

41 + -
42 + -
43 + -.. + -
4S + .,. 
48 + -
47 + .,. 
48 + -
41 + -.. + -
51 + -
52 + -
53 + -
54 + -.. + -.. + -
57 + -.. + -.. + .,. 
eo + + .. + -
12 + + 

113 + -.. + -
eo + -
es + -
87 - -
ea - -

"" + -
70 + -
71 - -
72 + -
73 + -
74 + -
75 + -
78 + -
n + + 

78 • • 
71 • • 
80 • • 

Tabla 4.1 b Coffelación entre ambilS pruebas en 100 sueros de campo 
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1 RESULTADOS 1 
SUERO 1:.LISA-OOT H-H ............... 

11 • • 
12 • • 
13 • • .. • • .. • -.. • -

" • • .. • -.. • • .. • -
91 • • 
t:I • -
113 • . 
94 • • 
95 • . 
N • • 
t7 • • 
N • • .. • -
100 • . 

T- '-1 e Cor.-do ombu pruebas en 100 sue<os de campo. 



'I '' ·JI~ . .¡· 
•¡~ ......... \ " •. ::. 
!i .. i,t .. ~.r ....... . tíL,.,.~ . ,.. ,., .. : 
'. ~5·. ·~.::. . • .. ..,. .... 

Figura 3.2. Determinaciónl de Mycop/asma hyopneumoniae en 
100 sueros de campo provenientes de Yucatán, Tabasco y 
Michoacán. por el método ELISA-Dot Tween 20 H-H. Cada tira se 
encuentra impregnada con 10 ul de Antígeno Tween 20, la 
presencia de cualquier mancha violeta indica que la muestra es 
positivo. 
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Figura 3.3. Determinación de Mycoplasma hyopneumoniae en 
100 sueros de campo provenientes de Yucatán. Tabasco y 
Michoacan con una prueba comercial (Chekit hyoptest). Los 
sueros positivos aparecen de color más intenso. En los carriles 
1A y 1 B se encuentra el control positivo. En el resto de los carriles 
se encuentran los sueros de campo evaluados por duplicado. 
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DETERMINACIÓN DE LA ESPECIFICIDAD Y SENSIBILIDAD. 

Se detenninó la 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 inespeclfica. 

Los resultados se obtuvieron con la correlación 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) 

PRUEBA COMERCIAL 
ELISA-Ool T-, 20 H-H POSITIVOS NEGATIVOS 
POSITIVOS A 36 B 55 
NEGATIVOS c o 05 
DUDOSOS= 4 

Siendo A + e + c + o = Número de diagnósficos efectuados con ambas pruebas 

SensiJilidad comparada= NA+ C X 100 

SensiJilidad comparada= 36 / 36 + O X 100 = 100% 

Espeáficidad comparada= 0/B + O X 100 

Especificidad comparada 5 / 55 + 5 X 100 = 8.3 % 

SENSIBILIDAD: (+) posibles enfermos entre (+) posibles enfermos más (-) 

posibles enfennos por 100. 

ESPECIFICIDAD: (-) posibles sanos entre (+) posibles sanos más (-) posibles 

sanos por 100. 
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DETERMINACION DE PROTE(NAS ANTIGÉNICAS DE AMBAS PRUEBAS 

Por medio de una electroforesis en gel se identificaron las proteínas presentes en 

el Antígeno Tween 20 H-H y en el Antígeno de la prueba comercial; en el Antígeno 

Tween 20 se observaron 16 bandas proteicas, sin embargo en el Antígeno de la 

prueba comercial solo se observan 3 bandas proteicas. 

En la Tabla 4.3 se muestran los pesos moleculares de las proteínas de ambos 

Antígenos, en los cuales se presentan 2 bandas proteicas del mismo peso molecular 

la de 253.48 kd y la de 147.24 kd esto se observa en la figura 3.4. 

PESOS MOLECULARES 
PBA. COMERCl~L Tween20H-H 

253.48 253.48 
185.84 234.56 
147.26 200.83 

159.13 
14724 
136.27 
92.43 
79.16 
73.23 
58.02 
53.86 
45.96 
36.41 
33.7 
26.7 
21.15 

T•bla 4.3 Pesos moleculares presentes en el Antígeno Tween 20 H-H y en el Antígeno 
de la prueba comercial 



Gel de Poliacrilamida 

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

En la actualidad existen una gran cantidad de factores que facilitan el desarrollo de 

la Neumonía Enzoótica como son: el diagnóstico, tratamiento y una vacunación 

inoportuna. Esta falta de información se debe; en parte, a la escasez de piuebas 

suficientemente sensibles y especificas para detectar la presencia de Mycoplasma 

hyopneumoniae en cerdos vivos. (43) 

Existe una gran serie de métodos de diagnóstico para Mycoplasma 

hyopneumoniae como es la fijación de complemento, aglutinación en tubo, 

hemaglutinación indirecta, aglutinación en látex, ELISA, etc.; sin embargo los 

resultados Obtenidos por estas pruebas a menudo son difíciles de interpretar y 

además no se tiene la seguridad sobre su sensibilidad y especificidad; por lo que el 

médico velelinario o porcicultor limita el diagnóstico en los signos o síntomas que el 

cenlo presente. (1, 15,28,44,46) 

Ante este l)(Oblema la Coordinación de Estudios de Posgrado en la FES- Cuautitlán 

creó el programa de "fnmunodiagnóstico de la Neumonía Enzoótica". Como parte de 

este proyecto se desarrolló la prueba de ELISA-DOT Tween 20 H-H. la cual intentó 

plantearse como una alternativa viable para el diagnóstico rutinario de esta 

enfennedad. 

Bruggman (1977) propuso una prueba de ELISA, que ofrece mayor sensibilidad y 

que puede ser una posibilidad para monitorear el desarrollo de la infección. 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 originar reacciones inespeclficas. (5) 

El uso de un ensayo inmunoabsort,ente para la investigación serológica de 

Neumonía Enzoótica. ciertamente contribuye a una mejor comprensión de la 

zootiofogía y otrece una herramienta para el control de esta enfermedad, la base de 

este ensayo es tratar al Mycoplasma con agentes tensoactivos como Tween 20 para 
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obtener el antígeno de la membrana celular (proteínas solubilizadas selectivamente) 

el cual, supuestamente es el más inmunogénico en el curso de una infección. (36) 

Para elegir el tensoactivo adecuado se deben considerar dos puntos para la 

solubilizaeión de proteínas de membrana, 1) Las proteínas de superficie de 

membrana las cuales tienen que ser separadas y absorbidas, 2) Las proteínas de 

superficie de la membrana que tienen que ser extraídas de la bicapa lipídica y que 

están más o menos profundas ligadas por un enlace covalente. (30) 

Bruggman y Annstrong (1977) descliben una prueba de ELISA, en la que utilizan 

antígeno solubilizado con SOS, por su parte Nicolet (1980) describe la preparación de 

un antígeno de Mycoplasma hyopneumoniae que contiene proteínas seleccionadas, 

después del tratamiento de las células con un agente tensoactivo no iónlco, Tween 20 

el cual es comparado con un preparado antigénico de células completas. El antígeno 

Tween 20, tiene la capacidad de solubilizar las proteínas de membrana 

selectivamente, es un derivado del óxido de etileno y puede reaccionar con cualquier 

compuesto que éontenga hidrógeno, es prácticamente infinita la variedad de 

compuestos de diferente hidrofobicidad que pueden obtenerse. Los agentes 

tensoactillos se absorben fuertemente a las proteínas y superficies cargadas 

negativamente (52), en especial aquellas que están expuestas sobre la superficie de 

la célula; en comparaeión con el SOS 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 resultados, pero las reacciones inespecíficas no se eliminaron por 

completo. (36,37) 

Estas reacciones se ven reflejadas en el análisis comparativo entre la prueba 

ELISA·OOT Tween 20 H-H y la prueba comercial; ambas evaluaron a 1 oo sueros de 

cerdo, algunos de ellos provenientes de cerdos que mostraban signos y síntomas de 

Neumonía Enzoótica, presentaron una especificidad comparativa del 8.1 %, esto 

significa que el 55% de los sueros dan resultados falsos positivos. En cuanto a la 

sensibilidad comparativa, se muestra un 100%, esto indica que la prueba es 

altamente sensible pero inespecífica. La correlación que existe entre ambas pruebas 

es del 41%; esto significa que solo 41 muestras de los 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 anti geno purificado para la reacción anti geno - anticuerpo, la prueba 

COlllelcial se fundamenta por el método ELISA-plate la cual requiere 0.1 ng de 

antlgeno purificado para la reacción antlgeno-anticuerpo; lo que hace mucho más 

sensible al método ELISA-DOT. (54) 

Asl mismo al analizar los sueros controles, se observa que el antlgeno Tween 20 

muestra reacción cruzada con el suero control positivo de Mycoplasma hyort,inis al 

igual que con el suero normal de cerdo; ambos sueros se evaluaron con la prueba 

comercial, únleamente el suero normal de cerdo es positivo en ambas pruebas, esto 

significa que existen antieuerpos naturales del cerdo que se unen inespeclficamente a 

los antlgenos de las pruebas dándOn<>s falsos positiVos. (ver tabla 5.0) En 1994 

Levonen probó la especificidad de una prueba comercial en la cual utilizan como base 

el antlgeno Tween 20 fijado en placas y encontró reacción auzada con Mycoplasma 

hyodJÍllis. (1,29) 

SUEROS CONTROLES ...... El.ISA DOT H-H --H.M.h. + + 
H.M.f - -
S.H - -

S.N.C + + 
S.C.M.h + -

Clave: 
H.M.h Suero Hiperinmune de Mycoplasma hy,:¡pneumoniae 
H.M.f 5uefO Hipelinmune de Mycoplasma flocculare 
S.H Suero humano 
S.N.C Suero normal de cerdo. 
S.C.M.H. Suero control positillo de Mycoplasma hyorhinis 

T..,.• 5.0 Evaluación de 5 sueros OO!llroleS en ambas pruebas 

En 1989 Kazama, describe un método para la obtención de antígenos de 

Mycoplasma hyopneumoniae más purificados para ser utilizados en la prueba de 

ELISA, con el fin de detectar anticuerpos específicos contra Mycopiasma 
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hyopneumoniae; así como las propiedades de estos. Determinó que el antígeno 

obtenido apartir de células tratadas con Tween-20 (Nicolet 1980) y sometido a 

columna de cromatografía con Sephacril S-300, fue superior en cuanto a su 

reactMdad en comparación con los antígenos obtenidos con SOS y Tween 20 pero 

sometidos en cromatografía de columna con Sephadex G-25. (26) Esto fue evaluado 

por medio de una etectrot'oresis SOS-PAGE en donde cada una de las proteínas de 

los antígenos Tween 20 y SOS fueron cuantificados; se obtuvieron 6 proteínas del 

antígeno Tween 20 purificado con Sephacril S-300, sin embargo se encontraron 14 y 

24 proteínas de los antígenos Tween 20 y SOS purificados por Sephadex G-25 

respectivamente (26). 

Por medio de una electroforesis en gel de poliacrilamida se evaluó el antígeno 

Tween 20 del método ELISA-OOT y ef antígeno de la prueba comercial. En el 

antígeno Tween 20 se obtuvieron 16 bandas proteicas de las cuales la de 253 kd, 

234 kd y 200 kd conesponden 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 tratan de proteínas con ácidos grasos incorporados del suero de caballo 

como es el ácido palmltico y ácido oleíco ( 19,30, 45,53) 

En estudios anteriores se demOstró por medio de una inmunoelectrotransferencia 

la respuesta de anticuefpos contra células de Mycoplasma hyopneumoniae 

solubilizadas con Tween 20, se detectaron anticuerpos para 5 antígenos cuyos pesos 

moleculares se estimaron entre 110 kd, 74 kd, 64 kd, 50 kd, 41 kd y 37 kd. Estas 

proteínas se enfrentaron con suero hiperinmune de Myr;oplasma ffocculare y 

Mycoplasma hyorllinis. El Mycoplasma flocculare mostró reacción cruzada con las 

proteínas de 110kd, 64kd y 41 kd., en el antígeno Tween 20 no se presentan 

proteínas con estos pesos moJeculares. lo que justifica el porque no hay reacción 

cruzada con ef suero hiperinmune de Miycoplasma ffoccu/are. El suero hiperinmune 

de Mycoplasma hyominis mostró reac:ci6n cruzada con la proteína de 37 kd; la cual si 

está l)fesente en el antígeno Tween 20 lo que justifica la reacción cruzada con el 

suero control positivo de Mycoplasma hyorhinis. La proteína de 37 kd forma parte del 



sistema de transporte de proteínas de alta afinidad de Mycoplasma hyorhinis 

(13, 19,30, 50). 

Una de las proteínas más importantes que se identificó a partir del antígeno Tween 

20 fue la de 54 kd, ya que en estudios antenores esta proteína fue identificada como 

un factor citopático del Mycoplasma hyopneumoniae; ésta proteína se ha purificado a 

partir de la membrana del Mycoplasma aislado de células con fibrosarcoma en 

ratones (18,30), es solo específica de Mycoplasma hyopneumoniae y es una 

attemaliva para purificación y utilización de diagnóstico. 

Se sabe que en la membrana de Mycoplasma hyopneumoniae y los Ureoplasmas 

se encuentran unas proteínas no enzimáticas que decifran la infunnación contenida 

en la estrclura de los carbohidralos, estas proteínas de pesos moleculares por arriba 

de los 100 kd se den<>minan lectinas. Las lectinas tienen la capacidad de ngar 

carbohidratos del suero de caballo del medio de cultivo, creando una contaminación, 

ésta adsorción de proteínas se debe a la baja del pH por fa fermentación que ocurre 

en el medio de cultivo para el desarrollo del Mycoplasma. Algunas de estas proteínas 

exdgenas se confunden con las veroaderas proteínas de membrana dando origen a 

reacciones cruzadas. In ViVO éstas leclinas son utilizadas por el Mycoplasma para 

evadir la respuesta inmune en los ce!dos ya que pueden ligar anticuerpos propios del 

animal de manera inespecllica.(30,34,45). 

Todo método de diagnóstico serológleo debe cumplir con los siguientes 

parámetros; espeeifieo, sensible, rápido, económico y fácil de utilizar. No cabe duda 

que el método de ELISA - OOT es ampliamente utilizado en el diagnóstico de 

enfermedades veterinarias y en el caso de fa Neumonía Enzoólica es posible 

establec::er este método siempre y cuando el antígeno Tween - 20 de Mycop/asma 

hyopneumoniae este purificado totalmente y que no presente reacción cruzada con 

otros MiCOplasmas. Esto es posible identificando y purificando la proteína de 54 kd 

que solo esta presente en el Mycoplasma hyopneumoniae y no en otras especies de 

Micoplasrnas . 



45 

Se propone realizar una inmunoelectrotransferencia de las 16 proteínas y 

enfrentarlas con diferentes sueros hiperinmunes con anticuerpos de cerdos con 

Mycoplasma hyopneumoniae, Mycoplasma hyorrinis y Mycop/asma flo<:culare al igual 

con sueros normales de cerdo , sueros de cerdos vacunados y con el alimento de los 

cerdos para descartar toda reacción cruzada y elegir la proteína especifica. 

En cuanto a costos es una prueba que a comparación a las del mercado es 

econ6mica, la prueba comercial Chekit-hyoptest tiene un costo de 7 ,000 pesos para la 

detenninaci6n de 500 pruebas, y la realización de la prueba de ELISA-Dot Tween 20 

H-H tubo un costo de aproxirnadamene 3,500 pesos para la detenninación de más 

de 1500 pruebas. 

Lo anterior es un trabajo de investigación que ya se esta realizando en Posgrado 

de FES.Cuautitfán, solo queda esperar el resultado y estandarizar nuevamente la 

técnica para que pueda ser enfrentado con diferentes muestras y así sea untilizado 

como un método de diagnostico rutinario que el mismo porcicultor 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 

irwestigadón serológiea de la Neumonía Enzoótica ya que es rápida, económica y 

fácil de utilizar; pero requiere una valoración más completa del antígeno antes de 

ofrecella como prueba de diagnóstico, sin embargo, llene la ventaja de ser 

desarrollada en el país, lo que la hace prometedora. 

Con base a los resultados obtenidos y el análisis de los mismos se concluye lo 

siguiente: 

- El análisis comparativo demuestra que existe una gran diferencia entre los 

resultados de ambas pruebas; debido a que el Antígeno Tween 20 requiere de una 

valoración completa, proponiéndose un proceso de purificación adicional por medio 

de Sephacril S-30Ó . 

- Se obtuvo una senSibilidad y especificidad comparativa del 100% y 8.3 % 

respectivamente. La diferencia entre los resultados se atlibuye a reacciones 

inespecíficas, inclu','endo reacciones cruzada& con el antígeno Tween 20. 

- La purificación de la proteína de 54 kd es una excelente opción para el 

diagnóstico especifico de la Neumonía Enzoótica, con ella se puede nuevamente 

estandarizar el método ELISA-DOT y aear una prueba comercial con una alta 

sensibilidad y especificidad. 



ANEXO 

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

hyopneumon/ae. 
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Mycoplasma 

1.- Preparar la base del medio para esterilizar en autoclave a 115 lb de presión 

durante 15 minutos. 

PARA 1000ml 

Solución de Hanks pH7.5 (mi) 304 

Agua desiOnizada 450 

Infusión de cerebro-oorazón 5 g 

PPLO Caldo 5 g 

Rojo de fenol al 22% 7ml 

ONA 1g 

Lactoalbúmina 1 g por 1000 mi de medio 

Agar (medio Sólido) 10g 

Penicilina 2000 unidades /mi de medio 

2.- Previamente esterilizar por filtración usando papel Millipore 0.22, suero inactivado 

de caballo (inactivar 56ºC durante 15 min.) y extracto de levadura. 



PARA 

Extracto de levadura (mi) 

Suero inactivo de equino (mi) 

1000ml 

36 

200 

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

todas las condiciones de esterilidad, rnezdar el medio base, el extracto de levadura y 
el suero inactivado de equino. 
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o.o.- Densidad óptica. 

ELISA.- Ensayo inmunologico ligado a una enzima 

Enzoótlca.- Enfermedad especifica de una especie. 
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Especificidad diagnóstica.- Capacidad de la prueba para ser negativa en individuos 

sanos. 
Especlftcldad analltlca.- Es la capacidad de la prueba para reaccionar SOio con la 

sustancia de interes. 

H-H.- Término pe!SOnal de la autora del llabajo. 

Mortlllldad.- Es el número de individuos o animales enfermos en determinada lOlla. 

Mortalidad.- Es el númer de individuos o animales que mueren en determinada zona 

a causa de una enfermedad común. 

ng: Nanogramos 1x10 ~ mg. 

pg.- Picogramos 1x10 ·12 mg. 

Senslbllldacl diagnóstica.- Capacidad de la prueba para ser positiva en individuos 

enfermos. 

Senslbllldad analltlca.- Es la capacidad de la prueba para detectar pequellas 

cantidades de una sustancia o pequeoos cambios en su concentración. 

TBS. - Solución Buffer de Trietanolamida. 

Zootlologla.- Enfennedad que afecta a una población de animales en determinada 

zona y se propaga r.!lpidamente. 
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