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SUMMARY

A comparative study of complement fixation, ELISA, and 2-mercaptoe_thanol agglgtl-
nation techniques adapted to the diagnosis of porcine pleuropneumonia, was carried
out. By starting off from 339 sera it was proved that the most sensitive technique was
ELISA. Complement fixation -although not as satisfactory as the previous one- produ-
ced some acceptable results. While, compared with the other two, 2-mercaptoethanol
agglutination was the one which showed the worst results, as much in respect to the
number of positive sera as in relation to the titers, and so we do not regard it as useful
for the detection of antibodies against. A. pleuropneumoniae.
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RESUMEN

Se realizé un estudio comparativo entre las pruebas de fijacion del complemento,
ELISA y aglutinacién con 2-mercaptoetanol, adaptadas al diagnostico de la pleuroneu-
monia porcina, originada por Actinobacillus pleuropneumoniae. Se partio de 339 sueros
Yy se comprobd que la técnica mas sensible era el ELISA. La fijacion del complemento,
aunque no iguald a la prueba anterior arrojo unos resultados aceptables, en tanto que li’l
aglutinacion con 2-mercaptoetanol fue, con diferencia sobre las otras dos, la que rev_e’lo
los peores resultados, tanto en cuanto al nimero de sueros posiuvo_s’ como en‘relacmn
con los titulos, por lo que no la consideramos util para la deteccion de anticuerpos
contra A. pleuropneumoniae.

INTRODUCCION

El estudio de la pleuroneumonia porcina ha preocupado a gran numero de investiga-
dores desde que se describiera el proceso por primera vez, hace mas de veinticinco
anos 28, al ocasionar pérdidas cuantiosas, fundamentalmente a causa de los retrasos
considerables que produce en el crecimiento, motivados por el caracter cronico que
normalmente presenta 23. o

El diagnéstico de la enfermedad se ha llevado a cabo mediante la deteccion directa
del microorganismo vivo a partir del aparato respiratorio, o bien de sus geslhos ‘aplfg‘e-
nicos en el caddver (coaglutinacion !5 17, inmunofluorescencia indirecta?- 19, técnicas
Inmunohistoquimicas 11. 22). _

Sin embargo ha sido mis utilizado un diagnéstico indirecto, consistente en la demos-
tracion de anticuerpos en los animales hospedadores. En este sentido, se han empleado
nNumerosas pruebas serolégicas, entre las que podemos citar gies_de técnicas tan tra‘d1c1o—
nales como la aglutinacion en porta o la hemaglutinacion indirecta ', hasta otras de
USO muy reciente, como el inmunoblotting 3 2°. )

La técnica que ha destacado por su utilizacién sobre las dema
complemento (F.C.). A pesar de lo extendido de su empleo y
fianza de muchos, presenta una serie de inconvenientes gue se han tratado de subsanar
recurriendo a la utilizacion de técnicas alternativas, algunas en pleno apogeo como el
€nzimoinmunoensayo (ELISA) 12 13- 19 21. 26. 29 y otras mds antiguas, cuyo empleo ha
sido adaptado a partir de otras enfermedades, como la aglutinacién con 2-mercaptoeta-
nol (A-2ME) 5. 6. 7, 16, Ep este estudio efectuamos la comparacion de las tres tecnicas
serolégicas citadas, para conocer cudl es la que proporciona los mejores resultados de

cara al diagnéstico de la enfermedad.

s ha sido Ia fijacion del
de contar con la con-

MATERIALES Y METODOS

Para | estudio de las tres técnicas se utilizaron 339 sueros pertenecientes a cerdos
S0 i e
Metidos a condiciones de cebadero.

F.C,

Esta técnicy va ha sido descrita anteriormente °. El antigeno consistio en una mezcla,
a .
bartes iguales, de 1og serotipos 2, 3,4, 7y &
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ELISA

Se adapto la metodologia utilizada en Canada por Lariviere 12. El antigeno se preparo
a partir de crecimientos de seis horas en agar PPLO enriquecido 25. Se despegd con
solucion salina formolada (0,5%) y se mantuvo durante una noche en condiciones _de
refrigeracion. La suspension celular era ajustada posteriormente a una densidad optica
de 2, a 540 nm y calentada a 100°C durante 60 minutos. Los restos bacterianos eran
separados del sobrenadante mediante centrifugacion a 7.500x g, quince minutos. Este
ultimo se filtraba a través de un poro de 0,22 um de diametro y se conservaba a 4°C. Se
utilizaron los mismos serotipos que en la F.C.

Para la realizacion de la técnica se emplearon microplacas de 96 pocillos (Costar), a
las que se incorporaban 200 pl del antigeno unicamente a los pocillos de las columnas
impares, disuelto el tampoén carbonato de pH 9.6, segin titulo. Los pocillos de las
columnas pares eran tapizados con el mismo volumen de tampén carbonato. La adsor-
cidn a la placa se lograba mediante incubacién a 4°C durante dieciocho horas. Transcu-
rrido este tiempo se efectuaron tres lavados sucesivos con tampén PBS-Tween 20 (al
0,005%). A continuacion, se afadian 200 ul de gelatina (Difco) diluida al 3% en tampon
PBS y se incubaban durante tres horas, a 37°C. Se procedia, entonces, a la realizacion
de tres nuevos lavados para afadir seguidamente 100 pl de cada uno de los sueros
problema, a una dilucién 1/40, efectuada con PBS-Tween 20 que llevaba incorporado
un 10% de suero fetal bovino (Gibco). La microplaca se incubaba a temperatura am-
biente durante 20 minutos. Después de una nueva operacién de lavado se anadia el
inmunoconjugado (RASw/IgG (H + L)/PO, Laboratorios Nordic). Se distribuy¢ a ra-
zon de 100 pl por pocillo, tras diluirlo segin su titulo, en PBS-Tween con suero fetal
bovino. Tras cuatro lavados se incorporaban a la reaccion 100 p 1 de sustrato (dcido
S-aminosalicilico, Merck) diluido en un tampén fosfato de pH 6,8 que llevaba agua
oxigenada (Merck) en una concentracion del 0,05%. Las placas se mantenian en oscuri-
dad durante 18 horas, a temperatura ambiente. Antes de la lectura se afiadian 100 pl de
agua destilada a cada pocillo y se agitaba unos minutos para homogeneizar el color
producido. La lectura se efectuaba a 490 nm.

Para la interpretacién de los resultados se calculaba, en primer término, el VALOR
ELISA, obtenido al restar del color producido por cada suero problema en presencia de
antigeno (pocillos impares) el que surgia en los pocillos pares contiguos (color inespect-
fico producido por los sueros problema en ausencia de antigeno). Se consideraban
positivos aquellos sueros con un valor ELISA igual o superior al VALOR UMBRAL.
tomando como tal el valor ELISA medio de 41 sueros negativos + dos veces la desvia-
cion estindar 2!, A partir del valor umbral (que resulté de 46), se titularon los sueros de
forma cualitativa 7, mediante las denominaciones “bajo”, “medio”, “alto” y “muy
alto”, asignando un nuevo grado por cada veinte unidades de color obtenidas en 12
lectura espectrofotométrica.

En cada microplaca se incluia un blanco (al que se incorporaban todos los elementos
de la reaccién menos el suero problema), que era utilizado para poner a cero el lector,
asi como un suero positivo de referencia y uno negativo. Para considerar correcta 12
lectura, los valores ELISA de estos dos sueros debian mantenerse dentro de las absor-
bancias esperadas.

AGLUTINACION
Para la elaboracion del antigeno se emplearon los mismos serotipos que en las dos

técnicas anteriores. Se siguieron los criterios proporcionados por Mittal °. Lo's crecl-
mientos de dieciocho horas en agar chocolate se despegaban con solucion salina y la
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suspension bacteriana resultante se calentaba durante 60 minutos a 56°C, para ser
centrifugada posteriormente a 5.000 rpm. Una vez retirado el sobrenadante. se relle-
naba con solucién salina hasta el volumen inicial. Después de resuspender el “pellet”
se ajustaba a una densidad optica de 0,4, a 550 nm. Por ultimo. se afadia formol
comercial hasta una concentracion final del 0.5% y se mantenia en refrigeracion hasta
el momento de su uso.

El protocolo utilizado fue el descrito para el diagnostico de la brucelosis!. La prueba
se efectuaba en tubos de ensayo, en los que se diluian los sueros problema mediante la
adicién de solucién salina fisiolégica con 2-mercaptoetanol al 0.714%. El volumen de
suero utilizado era 1 ml., del que se realizaban diluciones dobles seriadas, comenzando
en 1/10. A cada tubo se agregaba 1 ml de la mezcla de la suspension antigénica, sin
diluir. Después de agitar, se procedia a su incubacion durante 24 horas, a 37°C.

Se consideraba como titulo el reciproco de la dilucién mayor en la que se apreciaba
un aclaramiento del 50% en el tubo de ensayo, asi como la formacion de aglutinados en
su fondo. Se incluian los correspondientes controles y dos sueros, positivo y negativo,
de referencia.

El célculo de la sensibilidad y especificidad comparadas entre técnicas se llevo a cabo
mediante la férmula indicada por Vizcaino y Cambra 7.

El anélisis estadistico de los resultados se efectudé empleando el paquete de pro-
gramas BMDP, y dentro de él, un analisis de regresion al estar trabajando con variables
cuantitativas.

RESULTADOS

Los resultados obtenidos tras la utilizacion de las tres técnicas figuran en la Tabla 1.
Como se puede comprobar, fue Ia técnica ELISA la que reveld un mayor numero de
sueros positivos, mientras que la que detectd el menor nimero fue la aglutinacion.

TABLA 1
Resultados de las tres técnicas serologicas
TECNICAS

SUEROS BiC. ELISA AGL. 2-ME
POSITIVOS 248(73,2%) 273(80,5%) 221(65,2%)
NEGATIVOS 90(26,5%) 66(19,5%) 118(34,8%)

ANTICOMPL. 1(0,3%) % —
TOTAL 339(100,0%) 339(100,0%) 339(100,0%)

COMPARACION DE F.C. Y ELISA

De los 339 sueros estudiados, 236 resultaron positivos por ambas técnicas (69,6%) y
54 negativos (15,9%), 12 (3,6%) fueron positivos por la primera y negativos por la
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segunda. La circunstancia contraria se produjo en el 10,6% de las muestras. El suero
anticomplementario se comporto de forma positiva por ELISA (Tabla 2).

TABLA 2
Comparacion de los resultados obtenidos por F.C. y ELISA

ELISA

FIJACION DEL

COMPLEMENTO POSITIVOS NEGATIVOS TOTAL
POSITIVOS 236(69,6%) 12(3,6%) 248(73,2%)
NEGATIVOS 36(10,6%) 54(15,9%) 90(26,5%)
ANTICOMPL. 1(0.3%) 0 1(0,3%)
TOTAL 273(80.5%) 66(19,5%) 339(100,0%)

TABLA 3

Comparacion de los titulos de los sueros positivos por ambas técnicas

ELISA
FIJACION
DEL Bajo Medio Alto Muy alto TOTAL
COMPL. (46-65) (66-85) (86-105) (>103)

10 12(5,1%) 6(2,5%) 1(0,4%) 0 19(8,0%)
20 20(8,5%) 29(12,3%9 5(2,1%) 0 54(22,9%)
40 26(11,0%) 28(11,9%) 12(5,1%) 1(0,4%) 67(28,4%)
80 19(8,5%) 29(12,3%) 18(7,6%) 10(0,4%) 66(28,4%)
160 5(2,1%) 13(5,5%) 8(3.4%) 1(0,4%) 27(11,4%)

320 0 1(0,4%) 1(0,4%) 0 2(0,8%)

640 0 0 1(0,4%) 0 1(0,4%)
TOTAL 82(35,2%) 106(44,9%) 46(19,4%) 2(0,8%) 236(100,0%)

La sensibilidad de la técnica ELISA fue del 95,2%, en comparacién con la F.C;; la
especificidad quedd rebajada hasta el 60,0%.
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La distribucion de los titulos positivos por ambas Lc_écnicas figura en la Tabla 3. El
valor del coeficiente de correlacion fue de 0,31. La ecuacion de regresion que propor-
ciona el titulo ELISA (y) conociendo el logaritmo del de la F.C. (x) es la siguiente:

y = 12,2138 x + 54,0887
COMPARACION DE F.C. Y A-2ME

Cerca del 51% de los sueros fueron positivos por ambas técnicas, el 12% negativos, el
22 4% positivos mediante F.C. y negativos mediante aglutinacion y el 14,5% positivos
por esta ultima y negativos por F.C. El suero anticomplementario resultd negativo en la
aglutinacion (Tabla 4).

TABLA 4
Comparacion de los resultados obtenidos por ambas técnicas

TABLA 5

Comparacion de los titulos de los sueros positivos obtenidos por ambas técnicas

FIJSEII-ON AGLUTINACION CON 2-MERCAPTOETANOL

COMPL. 10 20 40 80 160 TOTAL
10 5(29%) | 7(4.1%) | 3(1.7%) 0 0 15(8,7%)

20 9(52%) | 11(6.4%) | 10(5.8%) | 2(1,2%) 0 32(18,6%)

40 16(9.3%) | 14(8.1%) | 18(10,5%) | 3(17%) | 1(0.6%) | 52(30.2%)

80 13(7,6%) | 17(9.9%) | 13(7.6%) | 8(4,7%) 0 51(29,8%)

160 423%) | 3(1.7%) | 7(4.1%) | 423%) | 1(0,6%) | 19(11,0%)
320 0 0 0 100,6%) | 1(0,6%) | 2(1,2%)
640 0 0 0 1(0,6%) 0 1(0,6%)

TOTAL | 47(27,3%) | 52(30.2%) | 51(29,7%) | 19(11,1%) | 3(1,8%) [172(100,0%)

FIJggiON AGLUT. CON 2-MERCAPTOETANOL
COMPLEMENTO POSITIVOS NEGATIVOS TOTAL
POSITIVOS 172(50,7%) 76(22,4%) 248(73.1%)
NEGATIVOS 49(14,5%) 41(12,1%) 90(26.,6%)
ANTICOMPL. 0 1(0,3%) 1(0,3%)
TOTAL 221(65,2%) 118(34,8%) 339(100,0%)

TABLA 6

Comparacion de los titulos de los sueros positivos obtenidos por ambas técnicas

La sensibilidad de la A-2ME en relacién con la F.C. fue del 69,3 y la especificidad,
del 45,5%.

Los titulos de los sueros positivos para las dos técnicas se exponen en la Tabla 5; el
coeficiente de correlacion adquiri6 el valor 0,37. La ecuacion que nos ofrece el titulo de
la A-2ME (y), una vez conocido el alcanzado por F.C. (x) es:

y = 0,1479 + 22,7019

COMPARACION DE ELISA Y A-2ME

Ciento ochenta y seis sueros resultaron positivos por ambas (54,9%), treinta y uno
negativos (9,1%) y 122 presentaron un comportamiento diferente: 87 fueron positivos
por ELISA y negativos por aglutinacion (25,7%), produciéndose la circunstancia contra-
na en 35 casos (10,3%). (Tabla 6).

La sensibilidad de |a aglutinacion en relacién con la técnica ELISA ascendio hasta el
68,1%, manteniéndose la especificidad en un 47,0%.

) La distribucién de los sueros al comparar sus titulos aparece en la tabla 7. El coefi-
ciente de correlacion sélo alcanza el valor 0,12. La recta que figura a continuacion
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AGLUT. CON 2-MERCAPTOETANOL
ELISA POSITIVOS NEGATIVOS TOTAL
POSITIVOS 186(54,9%) 87(25,7%) 273(80,5%)
NEGATIVOS 35(10,3%) 31(9,1%) 66(19,5%)
TOTAL 221(65,2%) 118(34.,8%) 339(100,0%)

predice el logaritmo del titulo obtenido por aglutinacion (y), conociendo el correspon-
diente a la técnica ELISA (x):

y = 0,0027 x + 1,1876

DISCUSION

De los resultados obtenidos se desprende una alta sensibilidad de la técnica ELISA

en relacién con la F.C. Aunque la especificidad pueda parecer, en principl

- 133 -

o0, no dema-



TABLA 7

Comparacion de los titulos de los sueros positivos obtenidos por ambas técnicas.

AGLUTINACION CON 2-MERCAPTOETANOL

TITULOS

ELISA 10 20 40 80 160 TOTAL
Bajo 17(9,1%) [ 21(11,3%) 12(6,5%) 2(1.1%) 0 52(28.,0%)

(46-65)

Medio 24(12,9%) | 24(12,9%) | 32(17,2%) 11(5,9%) 1(0,5%) 92(49,5%)

(66-85)
Alto 13(7,0%) | 11(5,9%) 7(3.8%) 7(3.8%) 2(1,1%) 40(21,5%)

(86-105)

Muy Alto 0 0 2(1,1%) 0 0 2(1,1%)

(103)

TOTAL | 54(29,0%) | 56(30,1%) | 53(28,5%) | 20(10.8%) 3(1.6%) [186(100,0%)

siado alta (60%), debemos tener en cuenta que en la formula que hemos empleado la
elevacion de la sensibilidad conlleva una disminucién de la especificidad ya que, para
alcanzar un porcentaje del 100% ambas técnicas deberian haberse comportado de igual
forma. Nuestro porcentaje es bastante inferior al obtenido por Morrison er al. 9, que
detectan una especificidad relativa del ELISA del 82%, pero con la salvedad de que
ellos consideran tan sélo los sueros positivos por ambas técnicas, mientras que noso-

tros no basamos, precisamente, en la diferencia de positivos y negativos.

La sensibilidad superior del ELISA se ve corroborada por el hecho de que la mayoria
de los sueros positivos por ambas técnicas presentan titulos superiores, o como minimo
iguales. También porque mediante el enzimoinmunoensayo hemos detectado en su
mayoria IgG, en tanto que la F.C. no presenta esta limitacion. De todos modos, el valor
revelado por el coeficiente de correlacion indica que, ain proporcionando mejores
rendimientos el ELISA, la relacidon entre ambas pruebas es considerable 4, por lo que la

F.C. no debe ser considerada una técnica sustancialmente peor.

era causa de disparidad podria ser la subjetividad de la lectura de la F.C. a la hora de
interpretar el grado de hemolisis ! aunque, a nuestro entender, influiria mads sobre los
titulos de los sueros positivos que sobre la tasa de anticuerpos. Igualmente, el tipo de
preparado antigénico, diferente en los dos casos, ya que para el ELISA empleamos un
antigeno hervido que, en opinién de Mittal er al. 18 liberaria componentes capsulares
mas antigénicos que el manejado en la F.C. -

En relacién con los resultados ofrecidos por F.C. y A 2-ME diremos quc la sens:b:l.l-
dafi .de esta iltima disminuy6 ostensiblemente, en relacién con la técnica inmunoenzi-
matica, al situarse en el 69,3%, Otro tanto sucedi con la especificidad. La comparacion
de la aglutinacién con el ELISA pone de manifiesto porcentajes similares de especifici-
dad y sensibilidad. En cuanto a los titulos proporcionados por los sueros positivos, en
el caso de la comparacién entre A 2-ME y F.C. se comprueba que su relacion es
considerable, aunque la segunda demostraria titulos mas elevados. De la comparacion
de los correspondientes a A 2-ME y ELISA se observa, por el contrario, que €l coefi-
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ciente de correlacion denuncia una relacion muy escasa, lo que se traduce en una
eficiencia muy superior del enzimoinmunoensayo.

Una explicacion de la reducida sensibilidad de la A 2-ME (aunque sélo vélida para su
comparacion con la F.C.) podria ser que detecta en su mayoria IgG, al verse destruido_s
los puentes disulfuro de las IgM por el 2-mercaptoetanol 24, Otros inconveniemes.aq{-
cionales serian la interpretacion subjetiva y dificultosa de los resultados y la irpposmlh-
dad de procesar un elevado nimero de muestras en un reducido margen de tiempo, al
no permitir la mecanizacion propia de las técnicas adaptadas a microplaca. B

Por lo tanto, podemos afirmar que la A 2-ME proporciona sensibilidades y especifici-
dades bajas. inferiores a las de las otras dos técnicas contrastadas, por lo que no la
consideramos util para el diagndstico de la pleuroneumonia porcina. De este modo,
discrepamos de los resultados presentados por Goyette er al. 7, que la encuentran tan
sensible y especifica como la F.C. e incluso, més precoz a la hora de detectar niveles dfi
anticuerpos. Coincidimos, no obstante. cuando sefialan que la técnica ELISA es la mas
fiable y eficaz de las tres.

Sin embargo, al no alcanzar (aunque por poco) sensibilidades del IOOU/Q creemos que
debe seguir perfecciondndose v que, al objeto de tener una conciencia mas exac!a de,Ia
situacion inmune de una cabafa porcina determinada, se deben combinar varias téc-
nicas serologicas, especialmente en el caso de estudios individualizados ¢, o para ¢l
diagndstico de procesos crénicos como los de nuestra region  °.
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CARACTERIZACION DE LOS PATOVAR DE ESCHERICHIA
COLI DE ORIGEN PORCINO EN LA PROVINCIA
DE SALAMANCA

(CHARACTERIZATION OF ESCHERICHIA COLI PATOVARS
FROM PORCINE ORIGIN IN THE PROVINCE
OF SALAMANCA)

Por M.A. Jiménez Vicente
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SUMMARY

. i i erformed. The isola-
A study on E. coli from piglets diarrhea and healty SOWS was gce’ e

tion -and characterization, serotyping, fimbriae, antibiotics reSJSta} - var not typable
dL_lcuons, biovars and plasmid proﬁfé show the existence of fspec1ﬁ_c se N 98P pilus
With the classical antisera, which is associated to K88 fimbrial antlg;n associated.

toghether to the ordinary 0147, 0141 and 0149, forming patovars 512

RESUMEN

) e e lechones
Se ha llevado a cabo un estudio sobre cepas de Escherichia CO_H alsﬁc}lﬁzfde el aisla-

sanos y diarréicos, asi como de reproductoras sanas. El estudio Cotibiéticos‘ produc-

Mmiento y caracterizacion, serotipado, fimbriaciones, resistencid alan i

¢ién de toxinas, determinacion del biovar y perfil plasmidico ki tipificable con los
Los resultados muestran la existencia de un serovar mayoritario no ﬁgacucncia de los

antisueros usuales, que se asocia a fimbris K88 y/0 987P, seguido esril‘a

comunes 0147, 0141 y 0149 dando lugar a patovar productores i :

i i jae Inmunologia. Univer-
D_hto. de Patologia Animal (Sanidad Animal). Unidad de Microbiologid

sidad de Leon.
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