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RESUHEN

PLEUROTEST es una prueba de aglutlnaclén en placa destinada para
tdentificar dircctamente los antlcuerpas capsulares de los diferentes

serotipos de Acgtinobaclllus pleuropneumoniae, a partir de sueros de

cerdos de cualquier edad. PLEUROTEST es un equipo disefiado para

detectar anticucrpos en cerdos Infectados con Actinobaci)lus
pleuropneumoniae, ensayo que determina al instante si un cerdo esta
Infectado de pleuroncumonia contaglosa porclna (PCP) medlante una
simple prucba de aglutinacién en  placa, diferenclando aquellos
antlcuerpos de cerdos que han sido vacunades contra la PCP.

Para esto fuc necesarlo relaclonar las leslones pulmonares, el
alslamlento bacterloléogico con el paquete de dlagnéstico serolégliceo
depomlinado PLEUROTEST, con muestras de suero y pulmén del mismo animal
obtenldas en rastro. e esta forma sc colectaron 293 pulmones con sus
respectivos sucros.

Los pulmones s¢ claslficaron de acuerdo al tipo de lesiédn
neuménica  que  presentaron: consolldacldén  gris-rojiza (CGR);
consolldaciéon pris {CG): consolldacidon fibrino hemorraglica (CFH);
areas con focos necerbtlcos (secuestros) y sin camblos patelégicos
aparentes (SCPA).

A partir de las leslones pulmonares se sembraron -y a los
aislamientos sospechosos se les realizaron pruebas bloquimlcas para su
identificacién. Los sueros colectados de rastro y de granja, fueron
probados con PLEUROTEST.

Las leslones encontradas en los pulmones colectados del rastro
fueron muy variadas y se resume cn lo sigulente: CG 29.3% ; CGR

18.4%;CFH 21.8% . secuestros 1.8% y SCPA 28.7%.



Se logré el alslamiento de Actlipobaclllus pleuropneumoniae
gerotipo 1 el cual fue ldentificado en un bajo porcentaje (3.4 %) por
la prueba serolégica PLEUROTEST.

Al problema de la plecuroneumonia contagiosa porcina en el pais,
al parecer no se le a dade la importancla adecuada, por lo que se
consldera que este problema es mucho mAs grave que otras enfermedades
del cerdo, de 1las cuales ya exlsten campafias de control vy

erradicaclén.



INTRODUCCION

1.Generalidades de la Pleuroneumonia Contagiosa Porcina (PCP).

Las peumonias de los cerdos es uno de¢ los problemas de mas
gravedad en algunas explotaclones, no tanto por las bajas que se
producen por la mortalidad, sino por las graves pérdidas econdémicas
debldas al retardo en el creclmiento de Jos animales, al mayor
consumo de alimento y a los decomisos que pueden presentarse en los
rastros. En el problema estan involucrados tanto factores del medlo
amblente, allmentaclen, manejo, »tc., como una variable cantidad d,e
virus y bacterlas, estos varian de pais a pais y en oc:u:ione‘s de

1eglon a reglén {Flores 1988).

Actinobaci]lus pleuropneumoniae es el agente etliologlco de la

pleuroneumonia contagiosa porcina, mil de estas bacterlas pueden matar
a un cerdo de 50 Kg. de peso en solo 8 a 12 horas. Entre los factores
que predisponen a jos problemas rvesplratorios se encuentran los
camblos bruscos de temperatura, malas condiclones de higlene, stress
debido al manejo y adquistcion de nuevos animales (PiJoan 1985).

Algunos autores consideran que el factor mas Importanle es la
densidad de la poblacion animal {Landguist 1974; Schultz 1985) y otros
estudios muestran que el mane)o y el amblente Jjuegan un papel nuy
importante en la {incldencla y gravedad de las neumonias (Bjorlund
1965; Landquist 1974; Tielsen 1978).

Esta enfermedad produce en cerdos susceptibles una alta
mortalidad y perdidas econdémlcas debldo a una pobre conversién
alimenticia en los cerdoes afectados crénicamente (Sebunya y cols

1983).
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La transmisién del Actinobacillys pleuroppeumoniae se lleva a
cabo fundamentalmente por contacto directo, este modo de transmision
se intensifica cuando:

a) Se utilizan corrales y jJaulas que permiten en contacto.

b} Se mezclan constantemente animales de diferentes grupos

{Schultz 1985).

La presencla de portadores sanos Juega un papel Importante en la
transmlslén y diseminacién de la enfermedad presentandose muerte
siblta en los anlmales susceptibles que se encuentran en el perlodo
de finalizacién de la engorda y los que sobreviven los primeros cinco
dias transmiten la enfermedad tante a <erdnc de destete como a los de
engorda y los brotes se presentan subitarente detectandose por la

muerte de algunos cerdos en la granjJa (Nlels»n 1974).

2. Antecedentes

En 1963, Olander aislé una bacteria de uma ncumonia en cerdos la
cual requeria para su crecimiento el factor V (NADB) nicotinamin
adenosin dinucleétlide, que producia una marcada hemélisis en agar

sangre por lo que se¢ le denominé [aemophilus pagrahemolyticus, primer

reporte realizado en Californla, E.U,

Ese mlsmo aflo en Argentina se investigé un brote de
pleurconeumonia de tipo agudo en cerdos y al agente causal se le
denomind Haemophilus pleuropneumoniae (Pittman 1953; Shope 1964).

La importancia de la enfermedad fue evidente en los afos 70°
cuando hube muchos reportes e investigaciones extenslvas en Europa
como las de Nicolet 1968, Little y Harding 1971, Gunnarson y cols
1978; en Australia por Myrlea y cols 1974; en Talwan por Hsu y cols.
1976; en Japon por Chang y cols. 1978; en los Estados Unldos por Cole

y cols. 1978, y en Canada por Sanford y Josephson 1981.
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En " la c,tuﬁlldﬁgl;f al‘ “ampllarse el 'pstuyilo sobre . éste

le’"ha ‘reubicado en el _género -Actlnobacillus

microorganismo: :se:

. denominandole Ayég;nﬂutiac]“us pleuropneumoniag: (Pohl 'y cols.."1983).

-Ai:l inobacillus “ pleuropneumontae, el ~ agente Infeccloso de "la -
pieuuqneu]mmﬁ cﬁntnglosa porcina  {PCP) fue cal;acterlzado por primera
vez a principle de los aflos 1960. Por un cuarto de sliglo este ha sido
fvl uﬁ’Jellvo de intensas investigaclones para identificar al agente y

‘dcl‘lnlr sus factores de virulencia, caomo lo son su capsula,

hemolislnas y itpopolisccaridns capsulares. Debldo a vsos {nc_tor-zs
esta pequena bacterfa cocobacilar gram (-} requlere nlcotin amida
adenina dinucledtldo (NAD) para su crecimiento y graclas a esta

particularidad bloquimica y propledades fisiologlcas, {(Klllian y cols.

197%) propuso el nombie de Haemephllus pleurvpnoumoniae.

En afios recientes usando técnlcas de homologia del DNA han

demostrado que bacterias de tos géneres Haemophilus, Pasteurella vy

Actinobaciltlus pueden ser incluidos en un solo grupo el asi llamado
grupe HPA mostrando un alto nivel de relacion genética (Phol 1983).

Estas observaclones deberan de constderarse en  la  actual
nomenclatura de ciertas bacterias de éste grupo. El hallazgo de que
una bacteria ‘'Pasteureila - ilke' ha sldo capaz de producir lesiones
pulmonares similares en cerdos alienta futuras Investigaclones
{Bertschinger y cal. 1978},

Recientemente se han alslado del traclo resplratorio del cerdo
cepas que requieren NAD (Haemophllus pleuropneumoniac) y cepas
independlentes de HAD (reclentemente ltlamadas Pasteurells - like) las
cuales son ldénticas fenotipicamente, por csta se ha propuesto el

camblo de nombre de 1




pleuropneumoniae, y para distingulr entre las cepas que requleren NAD
se han denomlnado biovariedad 1 y las cepas Independientes al NAD se

han llamado blovariedad 2 (Phol y cols. 1983; Schultz 1985).

2.2. Caracteristicas morfolégicas y bioquimicas

Acunubacll’lus pleuropneumoniae es un cocobactlo gram (-),
fermentatlvo, bastoncillo pleomorfo con formas filamentosas
ocasfonales de aproximadamente 0.5 p a 1.5 u de largo y 0.3 p de
dldmetro, son inméviles, no esporulados, aeroblos y anaerobias
facultativos, para su crecimiente requiere de NAD el cuul es pobre y
hasta lnexistente en agar sangre a menos que se encuentre presente NAD
producido por bactertas como por ejemplo Staphylocogcus aureus. las
colenlas son grises y opacas en agar chocolate; se pueden observar
dos tipos de colounlas; unas redondas, duras 'serasas’ que 80 parecen a

otras especies del género Actinobacillus y colonlas mis planas,

blandas que son mas caracteristicas del género Haemophilug (Xillian y

cols. 1984},

En medlos claros como el de agar Infusién cerebro corazén
complementado con S ugs/ml de NAD las colonias encapsuladas son
iridiscentes, las colonlas son CAMP (+} por un sinerglsmo entre una
cohemolisina de Actinobacillus pleuropneumoniae y la toxina £ de

Staphylococcus aureus (Frey y cols. 1989},

Actinobacillus pleuropneumoniae presenta una varledad de faclores

de virulencla entre los cuales se pueden menclonar algunas hemollisinas
de pesos moleculares variados que comprende desde los 27 a 107
kilodaltons {Kd). La hemolisina de 1048 Kd ha sido sujeta a estudios
por su toxicidad en cultivos celulares (Frey 1988). La hemolisina de
27 Kd a presentado un efecto sinérgico con la toxina j de

Staphylococcus a la cual se le atribuye un efecto de CAMP posltive

FALis LF o:e ieay



(Frey 1989).

Olvro factor Importante:. de virulencia . de”’ Actinobacillus
pleuropneumonjae es sy capsula, la cual a sido purificada por
preclpitacion  del sobrenadante dci cultivo con  bromuro de
heindvvv;lltrlmelllumnnlo {Cetavion) seguido por la extracclén con NaCl
y [lenol seguido de cromatografia de cotumna (Inzana y cols. 1987,
19903. En la capsula ge encuentran los antigenos de superficle
responsables de la exlstencla de diferentes serotipos.

Actinobaclllus pleuropneumopiae presenta tamblén lipopolisacarldos
los «uales tilenen una actlividad blolégica semejante a la de otras
bacterias gram negatives e  induce una reacclén positiva en las
reacriones dérmicas de Schwartzman, respuestas plrogenas, morul]r’!.ld de
embrliones de pollo y respuestas blastogénicas de los linfacitos de
sangre periférica (Fendwick 19861,

l.a caractertzacion bloquimlca de Actinobacillus pleuropneumoniae
se rtealiza princlpalmente por la utlllzacion de  carbohldratos y
pruebas adiclonales las cuales estan resumldas en el cuadro 1. (Cowan y

Steel 1974; Mac Faddln 1980).

2.3. Antigenos capsulares.
En ia literatura se reports Ia exlstencia de 12 serotipos

diferentes de Actinobaclllus pleuropneumoniac los cuales varian

unlcamente por camblos en la estructura del pollsacarido capsular por
sustituclon de un azucar por otra constitulda principalmente por
glucosa, galactosa N - acetil glucosamina y N - aceti] galactosamina,
aunque se ncuentran presentes azucares poco usuales como el acido 3 -
deoxl - d manno - 2 octolosdnico presente en el serotipo 5 (Inzana

1987).




Cuadrao 1.Caracteristicss bioquimlcas del
A. pleuropneumoniae

PRUEBA RESULTADO

Factor V
Factor X
Catalasa
Nitratos
Oxldasa
Urea
Indot
Clitrato -
Voges-Proskawer (VP} -
Rojo de metllo -
Hemollsina 8 +
Lactosa -
Ribosa -
Xilosa +
Arablnosa -
Dulcitol -
Inositol -
Dextrosa +
Fructuesa +
Maltosa L
L
+
+

Fearot o+

Manitol
Fos[atasa alcalina
CAMP

Factor V = Nad

Factor X = Hemina
L = Ligero
d = dudoso



‘Los serotipos 1,2 .y 3 fueron propues!.o’s pt;r Nlcole‘t.’-(lgﬂ) con
base en.sus estudios de ngld'.ln_a;:\bn,;r’t’:‘z‘adak'ern los cuales deflnio
tres serotlipos basandose en los antigenos de tipo cspeciflco agociados
a la capsula.

I'Dstur\ormEHl’e Gunnarson (1977) descubre los serotipos 4 y 5§ con
lo.que  se amplia la clasificacién, Nielsen (1974) propuso la
existencia del serolipo 6 y Rossndal {(1982) la existencla del serotipo
7. Nlelsen (1984) propone la caracterizacién del serotipo 8 y el mlsmo
reporta haber encontrado los serotipus 10, 11 y 12,

Este microorganismo esta ampliamente distribulde a nivel mundlal
pero 1os serotipos vatian en su distribucion de un pais a otro y la
virulencla de cada serotipo es vartable, mienlras que en un pais por
ejemplo Australla reportan ta prevalencla de los serotipos 1 y 7, ¥y en
Brasll se ncuentran los serotipos 1,3,4 y S wiendo los mas patogenos
el 1 y el 5 respectivamente (Cuadro 2) {Stephano y col. 1990}.

En México los primeios brotes de la entermedad fueron observados
en 1976 en la Pledad Michoacan y reportadas por Ptjoan y cols. (1978).

En esos afios en el 4rea de la Pledad, la porcicultura estaba
dedicada cast exclusivamente a la enrorda, mas que a la cria de
cerdos, continuamente se introducian a las graniss cerdos de diferente
origen, se mezclaban, se lotificaban por tamaflo y se engordaban en
condiclones generalmente desfavorables para el cerdo.

Este tipo de manelo favarecio el que en ese afio se presentaran
brotes severos de esa enfermedad, gue ya para entonces estaba causando
estragos en E.U. y Canada, palses que tenian un cemerclo activo de
cerdos con porcicultores de;l bajio. A partir de 1976 la enfermedad fue
afectando rapldamente las principales areas porcicolas del patls

{Stephano y cols. (1990).



Posterlormente continuando con las investligaciones Ciprian y cols
{1988) en un estudlo elaboradc en anlmales de abasto reporto solo la
resencia del serotipo 1 en e} pais,

Asi misme, Diaz y cols (1989) reallzaron un estudlo en las
principales zonas porcicolas del pals, encontrando wuna alta
prevalencia del serotipo 1 en la mayoria de las zonas pero ademis
detectaron la presencla de los serotipos 2,3,4,5,6,7 y 8 los cuales se

encuentran distribuidos en menor proporclén (Cuadro 3).

3. Metodos de dlagnéstico.

3.1. Diagnéstico clinico.

La enfermedad puede ser peraguda, aguda o crénica (Nicolet y cols
1969; Nlelsen 1982 y Shope 1964). En plaras completamente susceptibles
a la pleuroncumonia tlenen un  iniclo ruepentino  extendléndose
répidamente y afectando a cerdes de todas ‘as edades, incluyendo
animales de cria {Nlelsen 1985},

Gencralmente el aviso de la enfermedad es dado por el granjlero
cuando varlos cerdos tienen una repentlna pérdida de apetito y flebre
alta (40 - 43 °C). En casos rapidos y graves estos signos l1niciales
son seguidos por clanesis de ia plel y mucosas, disnea y tos himeda
con asfuerzo; frecuentemente los cerdos tienen una tendencia al
vémito.

El dolor respiratorio puede ser tan severo que los cerdos
respiran con el hoclco ablerto en una posliclion sentada, poco antes de
morir generalmente hay un drenado abundante de espuma sangulnolenta
por el hoclico y ollares. La muerte se presenta a las 24 houras después
del 1inicio de los primeros signes, ocasionalmente un animal puede
morir sin presentar los sintomas iniclales. La mortalidad en estos

casos peragudos es alta {80 a 100%) (Nlelsen 1985).



Cuadfo Z.Distrlbucibn de "los serotipos por paises, siendo
los:mas virulentos los que aparecen subrayados.

{Stephano y col.

PAIS

SEROTIPO

Argentina
Austria
Belgica
frasil
Canada
Corea
Dinamarca
E.U.A
Finlandia
Francla
Gran Bretafa
Holanda
Irlanda
Italla
Japon
Rumania
Suecla
Sulza
Tatwan
Venezuela
Yugoslavia

Alemania Federal
Alemania Democrética

2,3,4
2,3,4,5

IN N NN N = 00 e N W E0 b o DN foee e e e e

IS




SEROTIPOS DE Actinobacillus pleuropneumoniae

RECUPERADOS DE CERDOS EN MEXICO

Estado No. de serotipos alslados total
muestras 1 2 5 6 7 9 10
Jallsco 21 8 1 2 - 1 - 3 16
Michoacan 15 g - - - 1 - 1 15
Guana juato 13 10 - - 1 1 - 1 13
Puebia 11 3 1 1 1 1 - 1 8
Edo.de Méx i 4 - - - 2 - - 6
Sonora 4 rt - - - - - - 1
Querétaro 1 1 - - - - - - 1
Yucatdn 1 - - - - 1 - - i
D.F. 1 - - - - - - - 1
Total 76 3% 2 3 2 7 [} 7 62

Cuadro 3.los datos presentados en esta tabla muestran
de los dlferentes serotipos en el pais.

la distribuclén

Diaz y cols (1989)



En cerdos neonatos donde la enfermedad ocurre con frecuencla como
una septicemla y la mayoria de la camada generalmente se plerde, las
aneraclan;ss nerviosas pueden ser una caracteristica notable de la
enfermedad en el grupo de esta edad (Nlelsen 1985}.

Otros cerdos pueden mostrar depresién y resistencia a moverse,
cuando se forzan al movimiento los cerdos pueden mostrar signos de
dolor respiratorio y una tos himedad puede ser escuchada. La
enfermedad puede progresar y terminar en la muerte en uno o dos dias o
puede trasformarse en un estado crénico (Nielsen 1985).

Las afecciones crénicas en los anlmales no muestran signos
caracteristicos como una reducclén de apellito, falta de crecimiento y
tos crénica. lLa temperatura puede varliar entre la normal y los 40-41°
€. Los cerdos con lestones crénlicas son portadores de la bacteria y
son un facter importante en la extensién de la infecclién en una plara.

(Liggett, y col. 1986; Ligget y col. 1987).

3.2. Lesliones macrescéplicas y microscdpicas,

3.2.1. Lesiones macroscopicas.

Las leslones patolégicas estan generalmente conflnadas al térax y
son caracteristicas en casos agudos en que un diagndstlico presuntivo
puede ser hecho sobre examen post-morten, en enfermedades peragudas la
cavidad toracica contlenc grandes cantidades de liquido
serosanguinolento con pedazos de fibrina entre los pulmones y la pared
tordcica, los pulmones estan muy duros con edema y congestlon tenlendo
una aparliencia purpura obscuro. Hay consolidacién extensiva en todos
los ldébulos afectados, particularmente el aspecto dorsal de los
lébulos aplcales y cardiacos y principalmente los 16bulos
diafragmiticos, como distincién de la neumonia enzootleca que

principalmente afecta los lobulos anterlores (Shiefer y cols 1974;



Didier y cols 1984; Liggett y cols, 1986; Liggett y cols, 1987; Freese
1990).

Los lébulos consolidados estan frecuentemente levantados sobre el
te)ido causando una elevacion de la pleura, la pleuritis es disemlnada
especlalmente sobre los lébulos afectados. En casos crénicos la pleura
puede ser degprendida en una placa delgada verde amarillenta. los
lébulos pueden estar claramente delimltados por un edema extensivo y
una fibrosis del tejido afectado, las leslones inlciales revelan
hemorragia y hepatizacion del tejido pulmonar y hay frecuentemente un
centro necrotico verde amarfillento del lébulo afectado el cual puede
ser circundado por un borde hiperemico, el cuerpo pulmonar tlene una
consistencia friable y los no6dulos linfaticos bronqulales estan
agrandados y congestlonados.En los casos cronicos hay una pleuritis
organizada con adherencias de flbrina en la pleura parictal bhaclendo
dificll la remocidon pulmonar de la cavidad toracica (Shiefer y cols
1974; Didier y cols. 1984; Liggett y cols. 1936; Liggett y cols 1987;
Freese 1990).

Las lesiones neuménicas estan dellmitadas por flbrosis que pueden
ser abscesos caseosos de mis de 10 centimetros de diametro,
particularmente en los lébulos diafragmaticos. Una pericarditis
generalmente acompafia a ésta pleuritis extensiva y pueden causar falla
cardlaca, la cual esta asoclada con hepatomegalia y
esplecnomegalla.los cerdos Infectados que han sobrevivide a la
enfermedad tlenen pleuritls extensiva, pericardlitls y hepatizacién
lobular, particularmente en los lébulos diafragmiticos. ({Shlefer y
cols. 1974; Didier y cols. 1984; Liggett y cols.1986; Liggett y col.
1987; Freese 1990).

Las principales leslones macroscopicas son las sigulentes:

Pericarditts, hldropericardio, hidrotérax de liquide sanguinolento,



hemorragia“en mlocardio, adhe(unclas pleurales, infarto en los lébulos
pulmonar;es diafragmaticos.y frlabiiidad de:la-zona infartada (Schultz

1985).°

J:2.2. Leslones microscopicas.

L;‘, leslén peraguda estad caracterizada por congestién general con
hemorragia y edema en ¢l parenquima Involucrado. El alveolo estd llenc
con liquido edematoso cargado de flbrina, eoslnéfllos y glnbutles
rojos. Las bacterlas cocobacllares Individualmente o en pequefios
grupos, estan esparcldos al azar cn el exudado y puvden ser observados
por tincién de Glemsia. Pequefos grupos de células dcgcncrallv_as de
tipo Indeterminado estan dispersas en el fluldo que ilena !
alveolo.

Frecuentemente es dificil distinguir las areas de necrosis aguda
acompafiadas de hcemorragla masiva de areas viables adyacentes, las
cuales estadn lnvadldas con edema hemorragico. En las vias
respiratorlas hay degeneraclen vacuolar y ruptura de la mucosa
epitelial generulmente acompafada de hemorragia y edema en las
mucosas. En las leslones agudas, subagudas y crénlcas la fibrina y los
glébulos rojos lisados llenan los esparion alveolares dentro de la
leslon. Por medio del examen macroscoplco del tejldo sceclonado hay
una meJor apreclacion (Little 1971; Didler y cols. 1984; Schultz 1985;
Liggett y cols 198B6).

En los alveolos hay inflltraclén de células mononucleares como
son linfoclitos y macréfagos. Estas células mononuclieares pueden dar
origen a ceélulas polimorfonuclieares, células simllares infiltran el
tejido intersticlial adyacente mezcladas con flbrina y glébulos rojos
en trombos en los vasos sanguineos y linfaticos e Infiltran la

adventicia, miosculo e intima de los vasos pulmonares. Con el tlempo el



exudado celular de la lesién se vuelve mis abundante y mas claramente
neutrofilico en los limites del teJido necrotizado. La flbrosis se
extlende desde el te)ldo adyacente de la pleura viable a la adventicla
perivascular y peribronquial y de la divisién alveolar e Interlobular
en la cual la fibrosis es abundante. Conforme la flbrosis madura hay
poca © ninguna acumulaciéon de leucocitos mononucleares (Little 1971;
Didler y cols. 1984; Schultz 1985; Llggett y cols. 1986).

Los principales hallazgos hlstopateclégicos durante los casos de
PCP se pueden resumir en los sigulentes puntos:

Zona de infarto, edema vascular, Infiltracién peribronqulial y
perivascular de células mononucleares linfocitos y macréfagos vy
hemorragia en alveolos (Little 1971; Didier y cols. 1984: Schultz

1985; Ligget y cols. 1986)

3.3. Diagnéstico bacteriolégico.

El diagnéstlco bacteriolégico para determinar las infecciones por
Actinobacillus pleuropneumontae es dificil ya que los métodos de
cultive de rutina no proporcionan resultados satisfactorles cuando se
toman muestras de anlmales infectados cronicamente los alslamlentos no
slempre son exltosos.

Otro problema que sc presenta en casos crénicos o unimales
portadores, es que se emplea tejldo pulmonar para intentar el

aislamiento de Actinobacllilus pleuropne lag; Willson y cols (1987)

realizaron un estudio en el cual aparte del tejido pulmonar,
utilizaron otros tejidos no conslderados de rutina para el alslamlento
de Actinobacillus pleuropneumonlae, los tejldos que ellos emplearon
fueron mucosa nasal antertor, cornetes posterlores, tonsilas
faringeas, trdquea, bronquios pulmonares, nédulos linfoides y bazo y

alslaron A, pleuroneumoniae por lo menos de uno de los te])idos



empleados como muestra.

Pijoan y cols (1983} han desarrollado una técnlca de atlslamlento
por diluclones para favorecer el crecimlento de Actinobacillius.
pleuropneumonlae y disminuit la contaminacion por otros
microorganlismos como es P. multocida Esta técnlca se desarrolla de la
sigulente manera. El pulmén a trabajar se esteriliza por la parte
exterior con una espalula al rojo vlvo posteriormente se toma un gramo
de te jido pulmonar y se coloca en un tubo con medio de cultlve Hquid(;
complementado con factor V y se aglta vigorosamente, de este tubo se
realizan dlluciones seriadas desde 107’ hasta 10™° se incuban por 12
horas a 37°C y de la diluclon mas alta que presente desarrollo
bacterlano se slembra en agar sangre con cepa nodriza.Esta técnica ha
dado resultados satisfactorlios para el aislamlente de Actinebaci]llus

Dentro de las diflcultades que se presentan para el alslamiento
de Actipobaci]lus pleuropneumoniae es el contar con un medio adecuado
para el primoalsiamiento. tn este aspecto Gilbrlde y cols (1983) han
desarrollado un medlo selectivo para el alslamicnto de Actinobacillug

Uro: mo: e. el cual contiene inhibidores de otros
microorganismos.

El envic adecuado de las muestas es importante para tener un
resultado conflable. Wilson y cols. (1987) estudlaron la viabllidad de

[+] obacillus pleurvpneumoniae bajo diferentes condiclones de
almacenamlento conslderaron cuatro condiclones de preservaclén: a 20;
a 4 a -6 y a -ZEOOC y observaron que cuando las muestras eran
almacenudas a 4 Y 20°c solo recuperaban Actinobacillus
pleuropneumoniae en medios selectivos per lo que un buen manejo de las
mugstras cmpleadas para vl dlagnéstico bacteriolégico es 1importante

para proporclionar un resultado adecuado,



3.4. Diagnéstico seroléglco.

Las pruebas seroldgicas dfasempehan un papel importante para
controlar la disemlnacién de Agtipobacillus pleuropneumoniae debldo a
que los animales portadores sanos son de lmportancia en la transmision
de la enfermedad entre hatos (Nielsen y col. 1977).

La importancia de las = pruebas seroléglcas se subraya
~adlcionalmente, por 1la falta de una vacuna que evite la infecclén
conflablemente (Fedorka y cols. 1990).

£l dlagnostico definitivo de la PCP debe ser oportuno y ripido y
es esencial ldentificar los diferentes serotipos prevalentes en el
pais para as! elaborar los blolégicos adecuados para el diagnéstico y
la Inmunizaclén en animales. El método serolégico es el mis adecuado
ya que se puede realizar en los animales vives con © sin signos
clinicos, no requicre del sacrificio de los cerdos, es mis rapldo y
nos permlte hacer perflles de la enfermedad identlflcando el punto de
infecclén en la granja. Para el dlagnéstico serolégico de PCP se

describen brevemente las prucbas serclégicas maés empleadas.

3.4.1. Prueba de {ijacion de complemento.

fLa prucba de FlJaclion de Complemanto es el método de rutlna mas
usade para el serodiagnostico de Infecclones por Actinobact)lus
pleuropneumoniae (Nielsen 1974;Kume y cols 1984; MNakal y cols 1985;
Rapp y cols 1985).

Esta prueba se realiza preparando el antigeno en PPLO caldo
cultivado por 6 horas a 37°C e nactivado con merthiolate. Los sueros
se diluyen en placas de microtltutacién donde se adlciona el antisuero

mas el antigeno de Actinobaclillus pleuropneumonjae y 5 unldades de

complemento de cobayo, ademas, se emplea un sistema indicador que

consta de glébulos rojos con hemolisina como sensibilizador, las



placas. son. . Incubadas: por -30° minutos 'y centrifugadas a 1500 rpm
dufantQ S minutos. Lla réuéclr‘m se puede ver por medio del porcentaje
de hemé‘llsl‘sy produclda, dAndose  como negatlvos los que tengan una
hemélisls mayor del 30% y como posltives los que tehgan una hemélisis
menot del 30% (Lombin y cols. 1982; Schultz y cols, 1982; Pijoan
19851,

Por. medjo do esta técnica la 1gM es inactivada en el suero cuando
se calienta a 60°C slendo este paso obligatorio en todas las técnicas
de {1} jactén de complemento el cual solo es f!l}ado por la IgG.
(Sutherland 1980),

Una de las mayores diflcultades asociadas con esta prueba es su
relativa Insensibilldad que puede dar ocacionalmente falsos positivos
y falsos negatlvos (Lombln y cols. 1982; Happ y cols. 1985 ). Ademas,
no diferencia a los animales infectados de ltos rectentemente vacunados
y esta suleta a una gran varjabilldad en los resultados (Sutherland
1980).

Dentro de los problemas técnpcos para montar esta prueba  se
encuentra la actividad anticomplementaria y procomplementaria presente
en los sueros de los cerdos. {Suthertand 1980); Mittal vy cols. 1984).
Con esta técnlca se puede detectar a les portadores sanos sin que
estos desarrollen una lesién pulmonar y el cultivo bacteriologico sea

negativo.

3.4.2. Prueba de ELISA,

El principlo de esta prucba es la utllizacién de la enzima
peroxidasa, junto con un suero especiflico que puede ser de cabra o de
cone Jo con anticuerpos de cerdo.

El antigeno es preparado en caldos de cultiva que son lavados,

filtrados y el sobsenadante o5 utilizado como antigeno, al cual se le



. agrega.el antisuero para.que ?‘eacclone ¥ queden expuestos los sitlos
actives, que -al adlclonar el Suero de ,cal;ra o de conejo con los
anticuerpos del cerdo.y la enzima.peroxidasa  con Hzoz. se observa la
reaccién. por medio de la coloracién a negro si es positivo. {P1joan
1985). Esta prueba detecta anucuerpos»de ta clase IgG (Rousscau y
cols. ~1988).

Para esta técnlca se hz;n élaboi-ado diferentes métodos de
extracclén como son: el calor, fenol, detergentes como tween 20, sin
embargo, ninguno de estos extractos a podido eliminar las reacclones
cruzadas que se presentan entre los diferentes serotlpos que posee
Actinobacillus pleuropneumoniae (Nicolett y cols. 1981), y por otro
lado con las reacciones cruzadas que se presentan con Actinobacillus
suls (PlJoan 1985; Bossé 1990).

Dentro de las ventajas de ELISA es su alta senslibllidad ya que es
posible detectar mas rcactores positivos en una plara iInfectada.

(Nicolet y cols. 1981).

3.4.3. Prueba de aglutinacion.

La prueba de aglutinaclén a side usada comunmente para la
serotipificacion de cepas de Actinobacllius pleuropneumoniae, hay dos
varlaciones que son en tube y en placa bajo el mismo principlo.
(Gunnarson y cols. 1977).

3,4.3.1. Prucba de aglutinacién en tudbo.

Para la prucba de aglutinaclon en tubo el antigeno se prepara en
soluclén salina fisiolégica a una concentractién estandard para cada
antigeno, los sucros a probar se inactlvan a 56°C durante 30 minutos
para eliminar la actividad del complemento, posteriormente se preparan
dlluclones del suero y se colocan en tubos de ensayo con solucién

salina fenolada en volumen a volumen antigeno/suero; se Incuba a 56°C



durante 1. hora segulda ‘de una -lncubacién a 37°C de-24 'a 48 horas
(Mittal y cols. 1984}).
Yamamoto y Ogata (1980} repertaron que en esta prucba.utilizando

‘anngenn'formallnlzado os un método simple y 0til para el

serodiagnéstico en cerdos infectados con ctino u;
pleurgopneumoniae medtante la prueba de aglutinaciéon en tubo,

3.4.3.2, Prueba de 2-Mercaptoetanol.

La prueba se basa en la presencla del 2-mercaptoetanocl, el cual
destruye selectivamente a la [gM detectando solo IgG en el suero a
probar me jorando la especiflcidad de los antliuerpos.

En esta prueba ¢l suern sospechoso es dllufdo en soluclén salina
formalinizada a la cual se le adiciona 2-mercapteoetanol en una
concentracién de U.15 M. La mezcla antigeno-anticuerpo es incubada
toda la noche a :I'IOC. el antigeno se prepara a partir de un cultivo de
18 horas y calentado a 56°C por una hora y la reaccléon de aglutinacién
es leida en base a los grumos y la claridad del sobrenadante (Mittal y
cols, 1984}

Esta prueba es dltamente especifica y mis sensible que otras
prucbas de serotipiflicuclon, ademds. se puede hacer en lechones de

pocas semanas de edad (Mlttal y cols. 1984; P joan, 1985).

3.2.3.3. Pruecba de aglutinacién con particulas de latex.

Esta es una reacclon de aglutinaclon en la cual las particulas de
latex son usadas para abserver pasivamente las proteinas solubles y
los antigenos polisacaridos.

Para realizar esta prueba los organismos son cosechados y lavados
3 veces en solucién salina buffer de fosfatos (PBS) o un pH de 7.2 por

sedimentacien las células se centrlifugan a 7000 g por 3O minutos, E)



depésito es( suspendido en PBS a una concentracién de 10'° cei/ml y
utravt'a’da‘con’ un sonicador ‘a 10 ke/s a S0 W por 25 minutos. La
éusﬁens&_ﬂ& es.centrifugada a. 11000 g por 30 minutos. £l sobrenadante
'reé;iltal;te e decantado y usado como antigeno (Mitul y cols. 1981).
‘:'Este aﬁtigeno es mezclado con un volumen igual de 1% de
suépeﬁsldn de particulas de latex on solucién salina buffer de glicina
a-un pH de B.2 1a mezcla es dejada y puesta a 4°C durante 18 horas, la
supefflch: de "las particulas de latex son cubiertas con antigeno.El
suero es lnactlvado a 56°C por 30 minutos. Dentro de cada pozo de las
placas ‘de microtitulacion se coloca 0.025 ml de PBS y 0.025 ml de
" suero a probar es agregado dentro del primer pozo, hacléndose
dlluclones seriadas de suero. Cada pozo recibe 0.025 ml de la
suspenslén de antigeno cublerto con particulas de latex (Mitui y cols
1981).

Después de terminada la mezcla las placas son selladas con una
cinta plastica ¢ incubadas a 37°%. la reaccior es letda después de 18
horas. Titulos de aglutinactén con una diluclon de 1:8 o mas son
considerados poslitivos (Mitul y cols. 1981)

Dentro de las ventajas para el uso de esta prueba es que es
simple y GUtil para los estudios seroléglicos <obre las Infecclones de
Haemophilus especialmente cuando hay un gran nimero de muestras,
tamblén es muy Gtil para detectar los anticuerpos mucho mas pronto que
otras pruebas (Mlitul y cols.1981).

Por otra parte como desventajas se observan reacclones cruzadas

entre los serotipos de Actinobacillus pleuropneumonlae y algunas

especies de faemophilus, ademds de que puede dar falsos positivos

(Mittal 1983).
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3.4.3.4. Prueba de hemaglutinacion indirecta.

Esta prueba determina anticuerpos especificos contra un antigeno
que se encuentra absorvido en eritrocltos de carnero.

Sangre de carnero es colectada en un voltmen igual de Alsever's y
son lavados tres veces en solucion buffer. Un cultive de
Actlnobaclllus pleuropneumoniae se usa como fuente de antigeno el cual
esta suspendido en buffer de fosfatos y rotas en una prensa francesa,
el cultivo roto es centrifugado y el sobrenadante es la fuente de
antigeno. E! recubrimientc de los eritrocitos es Incubando a 37°C por
upa hora la concentraclon éptima de antigeno y eritrocitos, después
del recubrimiento los gldbulos rojos son lavados tres veces en buffor
de fosfatos y ajustados a una concentracién del 1% Los sueros son
fnactivados a 56°C por 30 minutos, la prurba se hace en placas de
microtitulacion con fondoes en ‘U" en los cuales se deposlita 0.05 ml.
de suspenclén celular. lLas placas se dejan reposar por 2 horas, El
titulo se determina como la dilucién mas alta de suero en la cual se
observa claramente la formacton de la malla (Nielsen 19743,

Dentro de las ventajas de esta prueba es que es sencllla y rapida
de reallzarse pero se han observado reaccliones inespecificas
comparadas con las que se presentan en f1ijacion de complemento, ademas
de que la absorcion del antigeno en los eritrocitous puede no ser

homogeneo. (Nielsen 1974).

3.4,3.5. Prueba de aglutinacién en placa.

En 1a prueba de aglutinacidén en placa se bhacen diluclones de
antigenos de 6-7 horas de cultivo en soluclén salina formalizada del
0.1%, se confrontan con los diferentes sueros, presentdndose la
reaccién de aglutinacion cuando son positivos aproximadamente después

de los 30 segundes, apreclindose mejor a los 3 minutos de haberse



confrontado (Gunnarsoﬁ y cols. 1977).

Allan y cols. (1976} han demostrade que la prueba de agluuhacxbn
detecta’ IgM mas eficlentemente. que 1gG.

E;laé pruebas son  rapidas de reallzarse pero presentan 1la
desventafa que no se pueden usar con cepas que son autoaglutlnables,
no aglutinables o poliaglutinables, por otro lado se han observado
reacclones cruzadas entre los diferentes serotipos (Hommez 1990).
Ademis ambas pruebas son relativamente insensibles, obteniendo bajos

titulos con animales que se sabe son positives {Pijoan 1985).

3,4.4, Prueba de precipitacion.

Esta prueba se ha desarrollado con dos variantes que son en tubo
¥ en placa.

3.4.4.1. Prueba de precipitacion en tubo.

Esta prueba se lleva a cabo con cultivos de 18 horas se prepara
una suspenslon en solucléon salina formalizada, se centrifuga y el
sobrenadante se utillza como antigeno; se corre en plpetas pasteur
donde se pone con su antlsuere mohoespecifico, se sella la plpeta y a
los pecos minutns aparece claramente una linea de preciplitacién cuando
es posttivo. (Pljoan 1985; iummez 1990).

Esta prueba no se utiliza para la detecclén de anticuerpos en los
cerdos infectados por ser de bajo sensibllidad. (Pljoan 1985).

3.4.4,2.Prueba de precipitaciéon en placa.

Para la técnica de precipitocién en placa se utiliza una
suspensién de bacterias la cual se callenta por 10 a 60 minutos a
100°C y se centrifuga, el sobrenadante e¢s lo que Se usa come antigeno.

Para esta prueba se coloca una gota del antigeno y una gota del
suero a probar sobre una placa de vidrie y se mezcla. lLa lectura se

realiza después de 1 a 3 minutos, siendo positivo cualquier grado de
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preclipitacion y negatlivos aquellos en los que no se presente. Una de
las ventajas es que es una pruecba raplda de hacer una vez que se
tienen. los. antigenos preparados y los resultados se obtlenen en mﬁy
poco tlempo. La desventaja es que se’ pueden presentar reaccliones
cruzadas entre serotipos sl los -~ antigenos no - son absdrdeOS

previamente. {Hommez 1990).

3.8.5. Prueba de coaglutinacion:

Se basa en .la reaccién antigeno-anticuerpo especifica y la
fraccion Fc del anlicﬁcrpa con la protetna ‘A’ de Staphylococcus
aureus cepa Cowan | (Mittal 1985). B

Para la reallzaclén de ecsta técnlca se toma una pleza pequefia del
tejido pulmonar afectado de aproximadamente 2 gramos, se¢ tritura en 3
m]l de soluclén sallna en un mortero, la suspensién del tejido pulmonar
se conserva en un tubo pequefio de vidrio el cual es hervido en bafio
maria por 5 minutos y después se centrifuga a 8000 rpm por 30 minutos
y el sobrenadante es utiiivade comoe antigeno. El suero es primeramente
reactivado con cultivo de Staphyloecoccus aureus, Cowan [ (con
preducclién abundante de proteina A en donde se pega ¢l antisuero por
medlo de la {raccion del coamplemento, para que quede expuesto el sitio

activol: la s 16n de Staphylococnus-antisuero e deja reactivar

por 30 minutos para lavarse con PBS y ser finalmente suspendida en PBS
con 0.05% de sodlo y 0.1% de albumina de suero de bovino.
Los cultives de Staphylococcus-antisuero son confrontades con el

antigeno del Actinobacill y es5 positive s la reaccién de

aglutinaclon se presenta antes de los 4 minutos (Mittal y cols 1985;
Hunter 1986; Hoffman 1989).
Una clara ventaja de esta prueba es que puede detectar antigenos

directamente de muestras de pulmoén sin  importar el estado de
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conservaclon.  de: la mueétra, ‘(Miuals,y,-cbis. ~"l’983;f Hunter.. kl9‘86;
Hoffman-1989). ' : g e ' '

Dentro de.los inconvenientes de esta prueba ;s dUe se requiere’
dai sacrificio de un nimero significativo de. animales .para determinar
el grade de infeccién de una granja, también se requlere contar con
antisueros especificos para cada serotipe para esteblecer los
serotipos prevalentes en la granja. Ademds con esta técnleca no se
pueden detectar anticuerpes ya que la reactlvidad de la protefina A es

tnespecifica a la Fc de las otras gamaglobulinas.

3.4.6. Prueba de inhibicion de la hemolisis.

L‘a pruecba detecta la presencia de anticuerpos especiflcos que son
capaces de bloquear la actividad hemolitica de las proteinas
(hemolisinas) extracclulares de Actinobaciilus pleuropneumoniac.

Para la realizacién de esta prueba se hace un cultive liquide de

24 horas con colontas de Actinobag}!lus pleuropneumsnlae con actlvidad

hemolitica, posteriormente en tubos de ensayo e¢n los cuales se tiene
un volumen de suero probiema se aflade al primer tubo 1 ml del cultive
y se hacen dlluciones serladas, después en una caja de agar sangre con
una concentraclén del 1% de eritrocites de carpero se subdivide v en
cada division se slembra una pota de la dilusion de cada tubo ¥y se
incuba toda la noche a 37°% Los resultados de  esta prueba  se
interpretan como positivos cuando no se forma el hbalo de hemdlisis y
negativo cuando sl se forma (Pljoan y cols.1991).

Kamp y col. (1991} han demostrado que no todos los serotipos de
Actinobacillus plecuropneumonlae  prescintan la misma act!vl’dad
hemolitica lo que Impllca un problema cuando los animales estan
infectados con los serotipos de baja actividad hemolitica

traduciéndose esto en una disminucién en la produccién de anticuerpos
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en contra de la protelna hemolitlca que no serian detectadas
facilmente por medio de esta prueba.

Otro de los aspectos fundamentales para esta prueba es el contar
con una cepa estandard que tenga una actividad hemolitica ya que este
es un factor determinante para evaluar la presencla de anticuerpos
inhibidores de la actlvidad de la hemollsina que produzca la cepa de

referencia.

3.A.7. Prueba de inmunotranaferencia.
Esta prueba detecta anticuerpos especificos contra antigenos

especificos de Actinnbacillus pleuro iac.

Los componentes de la membrana externa son separados por SDS PAGE
y transferidos electroforéticamente a un filtro de nitrocelulosa, ol
cual se corta en tiras, éstas tiras son bloqueadas para eliminar
adherencia inespecifica de los anticuerpos. Los sueros a probar se
incuban con las tiras previamente blequeadas, después se lava y se
incuban con anti IRG de cerdo marcade con peroxidasa elaborada en
cone jo. Posteriormente se lava nucvamente y se adlciona el sustrato de
la enzima peroxidasa desarrollando una coloraclén vislble,

Una desventaja de esta prueba es que no detecta adecuadamente
todos los antigenos presentes en la muestra, ya que para la
elaboraclén del antigeno se reqi.llere dar tratamiento previo lo que

desnaturaliza parclal o totalmente a algunos antigenos. {(Chlang 1991).

3.4.8. Prueba de radicinmunoensayoc (RIA}.

Esta prueba se basa en la competencia de los antlcuerpos por
unirse a un antigeno marcado radloactlvamente y a un antigeno sin
marcar,

En esta técnica se prepara el antigeno marcado radloactivamente y
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se comblna con el éntlcucrpo, se .van adlcloﬁnndo cantidades conocidas
de antigeno sin ma’rcar las cuales compiten selectivamente por los
sxt;os receptores. Posteriormente se separa el complejo antigeno
marcado-anticuerpo del antigeno marcado. libre por técnicas de
electroforesis, cromatografia, etc. y la cantidad de antigeno marcado
f1jado a diferentes concentraclones puede utilizarse para construlr
una curva que permita conocer la voncentracién del antigeno sin marcar
que’ se desconozca. Los marcadores radiocactives que se utilizan nas

125

comunmente para esta técnica son tritio W, yodo 125 (1'"7) y yodo

135 (1"

)} (Inzana 1987; Stites y cols. 1983). La lectura de esta
prueba se realiza en un contador de centelleo.

Dentro de las ventajas de esta prueba es que se puede cuantificar
cantidades pequefas de antigeno del orden de los picogramos
(lO‘”g).adcvnAS. tiene gran sensibllidad y especificidad. Fs Otil para
detectar sustanclas que se comporten come un antigeno o como un
haptcnt;A Por otro lado la separacién puede cfectuarse por medios
fislcoquimicos o Inmunoleglicos (método e doble anticuerpol
prefiriendose este método en la mayoria de los taboratorios.

Uno de ltos inconvenlentes es el riesge potenclal de la radlaclon
y de la eliminacion de desechos radioactlives, también el costo elevado

del método y la gran cantidad requerida del segundo anticuetpo.
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4, ‘Antecedenles del PLEUROTEST (marca reglatrada por 1a UNAM)

‘La sl’lua’cl’én d;zl dx.;\gx\ést‘ll:o ch- l; PCP en paises como Méxlico y en
los Zd’elynét’a ‘de Latinoamérica, s'é'll;nlta solo a eso,. al diagnéstlco y no
a la evaluacion del slatué inmune de. la granja y prevenclén y control
de 1a enfarmedind; ’ )

,qua 'V‘Iar identificacion.: de ::1a.-PCP. se ‘emplean los  sigulentes
mélndos‘:

a) Observacion de los slgnos clinlcos en el cerdo y en los de la

zahurda.

) Observacion de tas leslones a la necropsia de los anlmales

muertos de casos hiperagudos y agudos o durante la inspeccion

en los centros de abasto de los casos crénlcos,

c) Alslamiento y tipificacidn de Actinobacillus pleuropneumonlae
a partir de los pulmopes de cerdo con problemas agudos o
crénlcos.

El dlagnéstico serologico que es util para el control y
erradicacion  de  la  enfermedad no s¢e  lleva a  cabo, debidn
principalmunte a la talta e castosa infraestructura como son los
laboratot tus equipados y low recursos humanos capacitados,

PLEUROTEST censiste en un metado tapide gque no requiere equipo de
laboratorlo, se realiza en unos cuantes mlnutes y sclo requiere de
unos pocos ml. de suerc del animal a estudlar, por lo tanto no se
necesita de personal califlcado, E1 metodo rdplde es un ensayo de
diagndstlico serologica por medio de una prueba de aglutinaclén directa
en place que ofrece la untca oportuntdad de distinguir directamente
en la propta granja porcicela si oun cerdo ha sido infectado con

Aclinobacillus pleuropneumonlue de campo y por lo tanto es portadnor

de la pleuroneumenia contaplosa porcina o st el cerdo estd sano esté o

no vacunado contra la PCI*.



PLEUROTEST e¢s una prueba de aglutinacién en placa destinada para
identificar directamente los anticuerpus capsulares de Agtinobacillus

pleuropneumoniae contenldos en el suero del cerdo de cualquler edad.

4.1. Explicacién de la prueba.

Los cerdos cuando se infectan con Actlinobacillus pleuropneumopiae
desarrollan la pleuroneumonia contaglosa porcina, estos anlmales
mueren ‘o ‘llegan a recuperarse.. En los pulmones de los cerdos que
llegan a sobrevivir perduran las lesiones crénlcas o ‘secuestros’ que
permanecen durante toda la vida del animal y se consideran estos como
portadores asintomaticos. S! un cerdo sufre dec la PCP y es un portador
asintomdtlco produce anticuerpos propios de la enfermedad. Por el
econtrarto, s! un cerdo es vacunado contra la PCP y no ha estado en
contacto con Actinobacillus pleuropneumoniac desarrollan una clase de
anticuerpos propies de la vacunacion,

PLEUROTEST es un equipo disefiado para detectar anticuerpos
producidos potr tos cerdos enfermos de PCP, mediante un simple ensayo
de aglutinacidon en placa que determina en unos minutes sl un cerdo
tiene antlcuerpos contra Actinobactlius pleuropneumontag

PLEUROTEST es una prucbu seiolugita que no requiers equipo de

laboratoric. se reatisa en unos cuantos minutus y Ja toma de auestra
es facil de reallzar, por lo tanto no necesita de personal califlicado.

El método rapido es un ensayo de diagnéstico serolégico por medio
de una prucba de aglutinacién directa en placa que ofrece la unlca

oportunidad de distingulr directamente en la granja porcicola s} un

cerdo ha side Infectado con Actipobacillus pleuropneumoniae de campo o

ha sido vacunado contra la pleuroncumonia contagiosa porcina (PCP).
PLEUROTEST es una prueba de aglutinaclén en placa (PAP) destlnada

a ldentificar directamentc los anticuerpos capsulares de
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Actinobacl))lus pleuropneumontac a partir de sueros de cerdo de

cualquier edad. PLEUROTEST esta dischadc para diagnéstico In vitro.

4,2. Principios del procedimiento.

La prueba de PLEVROTEST se basa en el principlo de aglutinaclén
directa. El sucro de cerdo para probar es mezclado con el reactivo que
contiene células completas de Actinobaclilus pleuroppeumoniae tefildo.

En el caso de un cerdo infectado con PCP el suero contliene
anticuerpos especificos gque rcacclonan con los antigenos presentes en
el reartivo produciendo una aglutlinacién, caracterlzada por la
apaticion de grumos en la mezcla, indlcando un resultado poslt\v_o. 51
se tratara dc un cerdo sano., el suero normalmente no contlene
anticuerpos contra Actinobacllilus pleursppneumonise o sl se tratara de
un cerde vacunado contra PCP, el suero contiene otra clase de
anticuerpos que no reaccliona con el reactivo, de tal forma que la
aglutinacién no s produce y no se observan grumos lindicando un
resultado negativo.

La prueba de PLEUROTEST se efectua en un maximo de 10 minutos, La
prueba podrd ser realizada por personal <sin conocimlentos técnices
mediante los sigulentes pasos:

a) El frasco con el reactivo se deja equllibar a la temperatura

amblente {12 a 25°C) durante 10 a 15 minutos.

b

Utilizando una plpeta aplicadora se coloca una gota del suero
que se va a anallzar en cada una de las cuatro celdas en 1la
linea asignada a‘ cada cerdo en la plaea.

<} Se coloca una gota del reactivo de aglutlnaclién del serotipe a
ldentificar en la celda que contlene la gota del sucro y se
mezclan con un movimiento rotatorlo utilizande un palille

mezclador para  cada celda.
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d} Se agita la placa  suavemente con movimlento ondulatorio

durante 4 minutos y se efectiGa la lectura.

La reacclén de aglutinacién es muy estable pero se recomienda que
las lecturas se lleven a cabo dentro de los dos minutos después de
finalizada la prueba.

Los sueres de los cerdos infectados con Actinobacillus
pleuropneumoniae de campo, mostraran fuerte aglutinacién mientras que
los sueros de los cerdos sanos y los vacunades contra la PCP

permaneceran sln grumos.

4.3. Aportacion del PLEURUTEST a la porcicultura,

PLEUROTEST fue conceptuado como una prueba tamiz para detectar
animales enfermos de PCP dlrectamente en granjas, aun por personal no
entrenado en las técnlcas de dlagnéstico serolégico. PLEUROTEST tiene
la enorme ventaja de no dar falsos reactores negatlvos. Los reactores
posltivos peodrén ser reevaluados medlante otras pruebas ya sean
serolégicas o no.

Los resultados obtenidos medlante PLEUROTEST ayudaradn al Médice
Veterlnario de la granja a tomar las medidas adecuadas para el control

y la erradicaclén de la PCP.
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5. OBJETIVOS

Evaluar y validar la prueba de aglutinaclén en placa denominada
PLEUROTEST a base de Actlinobacillus pleuropneumoniac serotipe 1
correlaclonando ¢sta con las leslones y los alslamlentos de los

_agentes involucrados en las neumoniss.

Relaclonar lesliones, alslamlento del agente con los resultados
obtenldos en la prueba de agluttpacion en placa PLEUROTEST y la de

2-Mercaptoetann) y aglutlnacien en tubo.

Diagnosticar a los animales afectados por pleuroneumonia
contaglosa porcina {PCP} a nivel de rastro y campo medlante una prueba
rapida y fécll de manejar sin requerimlento de equipo ni personal

especlializado.

31



6. MATERIAL Y METODO

Muestreo.

Se efectuaron vlisitas semanales al rastro de Ferreria con el
obJeto de colectar muestras de pulmones y sueros al azar, ademas, de
sueros provenientes de una granja del estado de Jalisco.

Para la recolecclén de muestras se aretaron a 378 animales al
azar colectando sus sueros al momento del sacrificlo y a los cuales sc
les fue slgulendo por la linea de matanza hasta el momento de la
evisceracién en donde se les tomo una muestra de tejido pulmonar. Los
pulmones se clasificaron de acuerdo a las lesiones macroscdplcas que
presentaron en 4 grupos que sc designaron de la slgulente manera:
Consolldacién gris-rojiza (CGR), consolidacléon fibrino hemorragica
(CHF), consolidacion gris (CR) y sin cambios patoléglcos aparentes
(SCPA).

Por otro lado de la granja del estade de Jalisco con problemas de
pleuroneumenla contaglosa porcina se colectaron 93 sueros de vientres
y sementales, ademis de 20 pulmones con lesliones tiplcas de

pleuropneumonia contaglosa porcina.

Cultivos.

Para el ailslamlento de Actinobacliius pleuropneumoniae se
procedio a quemar la superficie del pulmén con una espatula al rojo
vivo, posteriormente se hizo una inslcién con tljeras estériles y con
una asa se tomo una muestra del pulmén la cual se estrio sobre agar
infusién cerebro corazén (BHI) complementado con 5% de sangre de
bovino. El factor V, nicotinamida adenin dinucleétido (NAD)} fue
proporcionado in situ medlante la técnica de estria cruzada con una

cepa de Staphvlococcus aureus Cowan I para observar tanto la
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dépendcncla a este factor como el fenémeno de Christie, Atkins y
Huch-Petersen (CAMP). .

Las cajas sc lncubaron a 27°C en una atmosfera de C[)2 al 5%. Las
colonias sospechosas de Actinobacillus pleuropneumontac y Pasteurella
multovida se separaban y propagaban en agar BH! suplementado con
extracto de levadura al 5% volumen a volumen para su posterior
caracterlzacién bloquimica.

Para Actinobacillus pleuropneumoniae se le reallzo las slgutentes

pruebas bloquimicas: Pruebas primarlas (Catalasa, Oxidasa, Motilldad,
Gram, O-F) y pruebas de fermentacién de carbohidratos (Trehalosa,

Rafinosa, Fructuosa, Manosa, Manltol, Dextrosa).

Serologia.

Prueba de aglutinacién en placa. Esta prueba se realizeé
utilizando el PLEUROTEST., en la que el antigeno es preparado, adecuado
y estandarizado con Actinobacllius pleuropneumontae serotipo 1, la
cual conslstidé en colocar sobre una placa de vidrie previamente
cuadriculada una gota (0.03 ml,)} de suero problema con ayuda de una
plpeta y una gota de antigeno {0.03 ml.) los cuales se mezclaron con
un palillo de madera hasta homogenlizar la mezcla; posteriormente la
placa se agltdé suavemente con movimlentos ondulatorlos durante 4
rminutos después de los cuales se realizé la lectura siendo positive
cualquier grado de aglutinacién, Esta reaccién de aglutinacién es
estable pero ge recomienda que las lecturas se realicen dentro de los

2 minutos después de finallzada la prueba.
Frueba de aglutlnacién con 2-mercaptoetanol. La cepa de
Actinobacillus pleuroppeumoniae se cultivé en medlo de infusién

cercbro corazon suplementado con 5% de extracte fresco de levadura
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incubandose a 37°C por 18 horas, el cultivo se cosechd con soluclioén
sallna flslolégica al 0.85% calentindose a 56°¢ por una hora,
posteriormente se lavaron las células con solucién salina fislolégica
y fue ajustada a una concentraclén de 0.09%.

Los sueros se lnactivaron por calor a 56°¢C por 30 minutos y se
hicieron diluciones serladas de 1:25 hasta 1:400 con pipeta de bang.
Se les adicloné 1 ml de soluclén de 2-mercaptoetanol (0.715 de 2-
mercaptoetanol en 100 ml. de solucién salina fislolégica) incubandose
por 30 minutos a temperatura ambiente; posterlormente se le adicieno 1
ml. del antigeno y se incubd toda la noche a 37°C {Mittal y cols.
1984},

La lectura de los resultados se reallzé en base al titulo de la
dijucién de suero que dié el ultimo sobrenadante claro y la formacién

de grumos firmes en el fondo del tubo.

Prueba de Aglutinacién en tubo. Para esta prueba se procedid de
la migsma manera que para la prueba de aglutinacién con
2-mercaptoetanol con la varlante de que fue ajustada a una
concentraclén de 0.045% y el antigeno fue suspendido en solucién
sallna flslolégica conteniendo fenol al 0.5%, hacléndose las mismas
diluciones de 1:25 a 1:400 y adiclonando 2 ml. del antigeno en lugar

de la solucién de 2-mercaptoctanel (Mittal y cols. 1984).
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“.7. RESULTADOS

Duranlu el perlbda conprendldo de. 6 meses se colectaron 293
puimones .en donde- el 18,4 % presentaron areas de consolldacién gris el
21.8 % fueron.de tipo fibrino hemorragica 29.3 % presentaron areas de
convolidacién rojlza; y [ipalmente el 28.7 % de los pulmones no
prescn!avvﬂn cambios patolégicos aparentes, Solo el 1.8 % de los
pulmones ademas de presentar lesjones flibrinohemorraglcas tuvieron

areas con focos necréticus {secuestros) (Cuadro 4).

En cuanto a los atslamlentos de las leslones CGR se enconlré el

48.0% de Actinobactllus pleur: fae de 1los cuales el 12.9%

perteneciceron & la blovariedad 1. el 35.1% a la blovariedad 2; el
51.8% a Pasteucella multocida y el 0.2% a bacterias no determinadas.
De leslones CFH se  encontro el 57.8%  de Actinobacillus

pleuropneumoniae del cual el 15.6% pertenecid a la blovarledad !, y el

42.1% a la blovarledad y ¢l 34.4% a Pagteurc]

) multocida y el 7.9%

a bacterlias no determinadas. De las leslones CG se encontro el S5.8%

de Actlinobacillus pleur iag del cual 15.1% pertenecié a la
blovariedad 1, y el 40.7% a la biovaritedad 2; ¢} 41.9% a Pasteurella

myltocida y ¢} 2.3% a bacterias no determinadas. Por ultimo en los

pulmones SCPA se encontréd el 41.6% de Actipobacillus pleuropneumoniae

del cual el B.3% pertencclé a la blovariedad 1, y el 33.3%4 a la
blovarledad 2; el 22.6% a Pasteurella multocida y ¢l 35.8% a bacterlas
no determinadas (Cuadro 5).

De las leslones tiplcas de PCP como fueron las tipc consolldacion
fibrino hemorrdgica se encontré que el 14.5% correspondleron a

aislamientos positivos de Actinobacillus pleuropncumonlac blovarledad

1, mientras que el B85.5% fueron negativos o se alslaron otros agentes.
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De las leslones crénlcas (secuestros) de PCP se atslé en 1.2%
Actinobacillus pleuropneumonlae biovariedad 1 y 0.6% de Pasteurella
multocida,

Ademis se alslé el Actinobaclllus pleuropneumoniae biovariedad 1
de lesiones tipo consolidaclén gris-rojiza que no correspondleron a
las encontradas en PCP, en tanto el 87.1% fueron negativos o se
alslaron otros agentes, asi mlsmo se encontré un 15.1% de aislamientos
de Actinobacllilus pleuropneumonlae blovariedad 1 en pulmones con
lesjones tipo consolidacién gris, mientras que el 84.9%4 fueron
negatlvos o se alslaron otros agentes; pero tamblén se encontrd que de
pulmones sin camblos patolégicos aparentes se alsléd el Actipobacillus
pleuropneumoniae blovariedad 1 en 8.3%, en tanto el 91.74 fueron
negativos o se alslaron otros agentes (Cuadro S).

Los alslamientos de Actipobacillus pleuropneumonise blovariedad 1
correspondleron a los serotipos 1,3,5 y 7, no se encontraron éstos en

un golo pulmén, sino que se alslaron en muchos pulmones.

En el cuadro 6 se resumen los hallazgos obtenldos con la prueba
serologica PLEUROTEST, alslamlentos y lesiones y se encontrd que en el
27.3% la prueba seroldgica y el alslamiento fueron negatlivos; asi
mismo se encontré que en el 15.4% la prueba serolégica fue negativa y

se alslo Actinobacillus pleur ia¢ blovariedad 2;: también cuando

la prueba serolégica PLEUROTEST salié negatlva se alsldé Pasteurella
multocida en 13.0% de los casos; asi mismo se encontro que con
PLEUROTEST negative en el 11.04  se aislé  Actinobacillus

pleuropneumoniae biovariedad 2 y Pasteurella multocida y en el 3.4%

de los casos negativos a PLEUROTEST se alsld Actinobacl}lus
plewropheunoniae blovaricdad 1.
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Cuadro 4. Relacién de los pulmones colectados

en el ‘rastra con diferentes leslones.

Leslones en pulmones

colectados Nimero %
Consolidacton
gris - rojiza 54 18.4

Consolidacion

flbrino-hemorragica 64 21.8
Consolidacion
arls 86 29.3

5in camblos patolé-
gicos aparentes 84 28,7

Secuestros 5 1.8

37



Cuadro 5. Se muestran los aislamientos obtenldos de

los pulmones con los diferentes tipos de leslones.

Alslamlento Tipo de leslén
CGR CFH CG SCPA Total
Negativo 13 27 25 39 104
API 3 4 6 2 15
APZ 8 14 16 20 58
AP!.Z o 3 2 7
AP - Past, 2 3 3 11
APZ- Past. 9 10 15 7 41
AP‘.ZPBSL 2 1 1 o 4
Past. 17 8 17 11 53

CGR = Consollidaclién gris-rajiza.

CFH = Consolldactén fibrino hemorragica.
CG = Consolidactén gris.

SCPA = Sin camblos patoldgicos aparentes

APl = Actinobacillus pleuropneumoniae blovariedad 1
AP2 = Actincbaclllus pleuropneumoniae biovariedad 2
Past.= Pasteurella multocida.
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£n cuanto a los resultados positivos a PLEUROTEST en el 8.1% no
se nlstd el agente; cn el 5.1% se alslo Pasteurella multocida; asi
mismo se encontré que en el 4.4%4 sc alslé Actinobacillug
pleuroppeumonjae blovariedad 2. Por otra parte se obtuvieron
aislamlentos de Actinobacilius pleuropneymoniae biovarledad 1,
blovariedad 2 y Pasteyrella multocida en menor porcentaje (Cuadro 6).

Por otra parte la prueba seroléglca PLEUROTEST detectd el 27.54
de reactores positivos de pulmones cun leslones tipo consolidacién
fibrino hemorragica en donde en ocasiones 4e¢ alslaba el
Actinubaclllug pleuropneumoniae biovariedad 1 y en otras se encontraba

mezclado con Actinobacilius pleur tag bilovarledad 2 'y

Pasteureclila multocida o bien no se alslaba ningdn apente; asi mismo se
encontré que la prueba serologica no ldentificéd al 72.5% de los casos
con lesiones tipo consolidacion fibrino hemorragica tipicas de PCP.
Con respecto a las leslones de consolidaclén gris-rojiza
PLEUROTEST detecté el 31.5% de reactores positivos en donde si blen se
alslo el Actlnobac us pleuropneumoniae blovariedad ! en otros se

encontro en combinacién con Actinobaci)lus pleurcpneumonlae

blovariedad 2 y Pastesurella nmujtoclida o blen no se ailslaba ningin
agente, de igual forma se encontro que la ptucba werologica PLEUROTEST
no identiflicé al 68.5% de los casos con este tipo de lesién.

En cuanto a las leslones tipo consolidacion gris PLEUROTEST
detecté el 27.9% de reactores positlvos en donde en ocaslones se alslé

el Actipobacillus pleuroppeumoniae biovartedad 1 y en otras se

encontro on comblnacion con Actlipobacillusg pleurop lag

blovaricedad 2 y Pasteurella multocida o blen no se alslé nlngun
agente, por otra parte se encontré que la prueba serolégica no
identifico el 72.1% de los casos con este tipo de lesién.

Finalmente en Ins  pulmones sln camblos patolépgicos aparentes



PLEUROTEST detectd el 16.7% de reactores positivos en donde en
ocaslones se aislé Actinobaclllus pleuropneumoniae blovarledad 1 y en
otras se encontr6 mezclado con Actlingbacil}us pleuropneumoniae
biovarledad 2 y Pasteurelja multocida o blen no se aislé ningin agente
y también se encontré que la prucba serolégica no detectd el 83.3% de
los casos (Cuadro 6 ).

Por otro lado con los resultados obtenidos de PLEUROTEST con las
pruebas de aglutinacion lenta en tubo y lenta en tubo con
2-Mercaptoetanol, muestran que invariablemente cuando la prueba de
2-Mercaptoetanol es positiva a titulos superlores o iguales a 1:50 e}
ensayo serolégico PLEUROTEST muestra una reaccldn positiva (Cuadro 7).

De los 93 sueros de granja se encontraron B4 sueros positivos
(90.3%) y 9 negatlves { 9.7%); en esta granja en todos los pulmenes se

alslé Actlnobacillus pleuropneumoniae biovariedad 1, serotipo 1.
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Cuadro 6. Se muestran los resultados obtenldos de la prueba sero-

légica PLEURQTEST, con los resultados obtenldos a partir. de los
pulmones con los diferentes tlpos de leslones,

Prueba serolo-  Alslamlento Tipo de leslén

gica con AP bacteriano CGR CFH o] SCPA Total
serotipo 1

Pleurotest (+) - Negativo a 7 7 6 24
Pleurotest (-) - Negativo 9 20 18 33 80
Pleurotest (+) - AP, 2 1 2 -0 5
Pleurotest (-) - AP 1 3 4 2° 10
Pleurotest (+) - Al’z 2 3 4 4 13
Pleuroteast {-} - M"z 6 11 12 16 a5
Pleurotest (+) - API AP, -0 1 1 1 3
Pleurotest (-) - I«PI AP, o 1 2 1 4
Pleurotest (+) - AP‘ Past. 1 1 2 0 4
Pleurotest (-) - API Past. 1 2 1 3 7
Pleurotest (+) - AP2 Past. 2 3 3 1 9
Pleurotest (-) - AP2 Past. 7 7 12 6 32
Pleurotest (+) - AP|,2 Past. o) 1 0 0 1
Pleurotest (-} - AP‘.2 Past. 2 0 1 [}
Pleurotest (+} - Past. 6 2 S, 2 15
Pleurotest (-) - Past. 11 6 12 9 a8

CGR = Consolldacién gris-rojlza,

CFH = Consolidacién fibrino hemorragica.

CG = Censolldacién gris.

SCPA = Sin camblos patolégicos aparentes.

AF‘ = Actjnobacillus pleuropneumoplae biovariedad 1
AP2 = Actinobacillus pleuroppeumonjae blovariedad 2
Past.s= Pasteurella mujtocida.
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Cuadro 7. Comparacién de dos pruebas seroldgicas con el

ensayo PLEUROTEST.

Prueba de aglutinacién Prueba de

en tubo 2-ME Pleurotest

1 100 + 50 Reaccién positiva
1 100 150 Sin reaccién
1 100 I 100 Reaccién positiva
1 100 + 50 Reaccioén positiva
N25 N 25 Sin reaccién
1.50 125 Sin reaccién
1-50 N 25 Sin reaccién
+°50 + 50 Reaccidén positiva
+ 100 + 100 Reacclén positiva
N 25 N 25 Sin reacelédn
150 N 25 Sin reacclén

+ 25 + 25 Sin reaccién

1 100 1 100 Reaccién positiva
1100 + 50 Reaccién positiva
+ 50 + S0 Reaccion positiva
+ S0 + 50 Reaccién positiva
+ 50 N 25 Sin reaccién

1 100 I 100 Reaccién positiva
150 + 25 Sin reaccién

1 100 1 100 Reaccidn positiva
+ 100 + 50 Reacclén positiva
+ 100 N 25 Sin reaccién

1 100 I 100 Reaccion positiva
+ 400 + 400 Reaccién positiva
1 100 + 50 Reacciédn positiva
1 200 1 200 Reaccién positiva
125 N 25 Sin reaccién
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Continuaclén cuadro 7.

Prueba de aglutinaclén Prueba de

en tubo 2-ME Pleurotest

+ 50 + 50 Reaccién positiva
+ 50 125 Sin reaccién
+ 50 + 50 Reacclén positiva
125 N 25 Sin reacclén
N 25 N 25 Sin reaccién

+ 25 N 25 Sin reaccion

1 100 + 50 Reaccidén positiva
150 150 Sin reaccion
+ 50 N 25 Sin reacclén
150 125 Sin reaccion
150 + 25 Sin reaccién
+ 400 + 400 Reacclion positiva
+ 50 N 25 Sin reaccién

+ 100 + 25 Sin reaccién

+ 100 + 100 Reacclén poslitiva
N25 N 25 Sin reaccion
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8. DISCUSION

La pleuroneumonia contaglosa porcina causada por Actinobacjilius
pleuropneumoniae y la exlstencla de varlos serotipos, es de gran
interés, debido a que ha dado un nuevo enfoque a los estudios
inmunopatolégicos de esta enfermedad. Este organismo puede causar una
infeccién respiratoria aguda con alta morbilidad y mortalldad o puede
causar Infecclones persistentes crénicas resultando en pérdidas
econémicas a los productores de cerdos y bajas gananclas de peso {Kume
y cols. 1986).

La transmisiéon directa a partir de un cerdo Infectado a uno
susceptible parece ser el medio mis frecuente para la disperslén de
esta enfermedad (Willson y cols. 1987).

La variabllidad de serotipos de Actinobaciijus pleuropneumopiae
asi como la identiflicacién de este, se ha puesto en evidencia medlante
el empleo de pruebas serolégicas que han permitido tipificarlo, entre
las cuales se encuentran las realizadas por Mittal y cols. (1982)
utilizando la técnica de aglutinaclén en placa: Gunnarson y cols.
(1977) aglutinacién lenta en tubo; Mittal y cols, (1984) prueba de
2-ME y Mittal y cols. (1983) prucba de coaglutinaclon, entre otras.

Los ejemplos cltados son solo algunas de las pruebas serolégicas
de gran ayuda para el diagnéstico de la enfermedad.

El presente trabajo se realizé con el fin de encontrar una
técnica diagnéstica que pudiera tener las propledades de especificidad
y senslbllidad, tal es el caso de la prueba serolégica denomipnada
PLEUROTEST prueba que fue patentada por la UNAM. Esta prueba se
realiza como una alternativa confiable en la determinacién de
anticuerpos séricos como técnica de dlagnodstlco de la infecclén ya

existente.
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Los serotipos de Actinobacillus pleuropneumoniae encontrados en
México son varlados, los primeros trabajos de Ciprian y cols. (1988}
durante 8 meses en que realizaron 30 inspecclones a nivel de rastré en
Ferrerin D.F., observaron 41,060 pulmones de cerdos de abastoc. Durante
este periédo se colectaron pulmones con PCP y se seleccionaron
aleatoriamente para su estudlo bacteriolegico. El porcentaje de
ajslamientos que obtuvieron fue de 67.7% de lesiones pleurconeumonicas
sgudas y 32,3 % de leslones pleuroneumonicas crénicas,mismas lesiones
que encontramos en este trabajo. Ademas aislaron 40 cepas, de
Agtinobacilius pleuroppeumoniae que fue identificado como serotipo 1.

En nuestro estudio el porcentaje de alslamlentos que se 9btuvu
fue de 21.8% de leslones pleuroncumenicas agudas y 1.8 ¥ de lesiones
pleuroneunonicas crénicas, estos porcentajes dlflieren bastante de los
obtenldos por Clprian y col. (1988) debldo a que ellos reallzaron un
muestreo mis amplio y en mis tiempo que el utlilzado para el presente
estudlo y a que estos porcentajes corresponden solo de leslones CFH
tipicas de PCP. Ademas de que solo ldentificaron al serotipo 1 y
nosotros ldentificamos al serotipo 1,3,5y 7.

Aun cuando se alslé Actinobaglllus pleurcpneumoniae serotipo 1 de
una pasteurelosis pulmonar en donde también se alslaba Pasteurella
pultocida fue evidente que en esos pulmones existié una interacclén
entre estas dos bacterias (Kume y cols. 1986).

Hoffman y cols (198%9) establecleron que ha menudo es mas diftell
ajslar el Actlpobaciilus pleuropneumoniae de animales con leslones
pulmonares crénicas, en este tipo de lesiones Actinobacl]lus
pleuroppeumoniae estd generalmente en muy bajo numero y casl siempre
coexiste con bacterias tales como Pasteurella multocida, Streptocgccus
alfa o beta hemoliticos y Corynebacterlum pyogenes.

Pnor otra parte en reclentes trabajos Japoneses se ha alslado
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Actinobacllius pleuropneumoniae a partir del 47% de las cavidades
nasales de cerdos aparentemente sanos de todas las edades (Kume y
cols., 1984). El presente estudio se realizé con pulmones muestreados
completamente al azar en donde se encontraron pulmones con y sin
camblios patolégicos aparentes ¥ en donde t Inoba
pleyropneumonlae y Pasteurella multocida se lograron ailslar, estos
resultados concuerdan cop los de Pljoan y cols. (1583) quien
recomlenda también realizar el estudio bacterloléglco de pulmones
macroscépicamente sin lesiones ya que de estos es pcsible también
recuperar A, pleuropneumoplae en un buen porcentaje, quedando de
manifiesto que el alslamiento e identiflcaclén de Actinobacillus
pleuropneumoniae es dificll.

En lo que respecta a los casos sin camblos patolégicos aparentes
tamblén se alslaron Actinobacillus pleurgopneumoniae bovariedad 1 y
Agtinobacillus pleuropneumoniae blovarledad 2 asi como Pasteurella
m, es fimportante destacar que estos pulmones aparentemente
sanos estaban eliminando al agente por lo que se conslderaron a estos
cerdos como portadores sanos o asintomiticos {Rapp y cols. 1985).

Por otra parte de los pulmones muestreados se obtu\'lleron

alslamlentos Individuales de Actimobactlius pleuropneumoniae

blovariedad 1, Actinobacillus pleur lae blovariedad 2,
Pagteurella multocida y las diferentes combinaclones entre ellas tanto

de pulmones con lesiones tiplcas de PCP como de aquellas que no lo
eran.

La prueba sercléglca PLEUROTEST con el serotipo 1 solo identificd
los casos en donde estaba presente dicho serotipo (3.4 %), el bajo
porcentaje nos indicé que en los pulmones con lesiones de
consolldacién fibrino hemorrdgica tipicas de PCP no slempre esta

involucrado el serotipo 1. Diaz y cols. (1989) realizaron un estudio
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de 76 pulmones de .ccrdo de animales con pleuroneumonia, procedentes de
difercntes granjas de 9 estados de la Republica Mexicana: Jalisco,
Michoacan, Guanafuato, Puebla, Estado de México, Sonora, Querétare,
Yucatan y Distrito Federal; los alslamlentos se realizaron con
mucstras obtenldas de 1985 a 1988; de estas muestras se alslaron el 88
% de  Actipobacilluys pleuropneumoniae de los cuales 534 de los
alslamientos correspondleron al serotipo 1 seguldo del serotipe 5 con
el 10 % y en menor proporcléon se aislaron los serotipos 3,2,4,7 y 8.

Los serotipos encontrados en mayor porcentaje fueron el serotipo
1 y 5, esto expllcaria que a pesar de haber alslado A.
rleuropneumpniae de pulmones con leslones de PCP; con lesiones tiplcas
de una Pasteurclosls pulmonar o de pulmones aparentemente sancs, la
serologla con PLEUROTEST fuera baja, ya que solo fue probada con el
serotipo 1.

Tal como lo reporto Diaz y cols. {1989}, existen varios serotipos
en el pais situaclén que se esperaba por la comerciallzacién de cerdos
con Estados Unldos y Canada en donde tlienen los serotipos 1,3,4.87 y
1.2,3,5 y 7 respectivamente {Nicolet 1985; Nielsen 1985}.

De los casos en donde 5e alslé excluslvamente A pleuropneumoniae
blovarledad 2 y fueron positivos a PLEURGTEST no se descarta la
poslibilidad de una reacclén cruzada ya que estudios han demostrado que
A. plsuroppeumoniae blovariedad 2 cruza con el serotipo 2 de
A.plevuropneumoiliag blovariedad 1 (Fodor y cols. 1989).

Con la prueba serolégica PLEUROTEST se hlcleron reacclonar con
sueros de 293 cerdos, asi mismo, se reallzo el exdmen macroscéplco de
los pulmones con el {in de encontrar leslones caracteristicas de la
infeccién por Actinobaclllus pleuropneumopiae y por Gltimo el
alslamiento del Actinobaci}lus pleuropneumoniae, estos dos ultimos

sirvieron como referencia en los resullados obtenldos con el
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PLEUROTEST, ademas del uso de esta prueba se utillzo la prueba de
aglutinaclén con 2-ME y aglutinacion en tubo en donde se encontré que
en la prueba de 2-ME con titulos mayores o lguales a 50 se
correlacioné totalmente con PLEUROTEST en forma positiva, por otra
parte las pruebas de aglutinacién en tubo y aglutinaclén con 2-ME
dleron lecturas de incompletos, no proporclenando confiabilidad en los
resultados. Esto puede ser debido a que en la prueba de 2-ME el
mercaptoetanol destruye a la IgM lo que reduce las reacciones
inespecificas perc también elimina algunas reacclones especificas
{Tizard 1982).

Mittal y cols. (1984} realizaron un estudio en el que compararon
la prueba de 2-ME como una alternativa a las pruebas de f§jaclon de
complemento y aglutinaclén en tubo, en la que esta tltima dio un 100 ¥%
de reacclones no especiflcas mlentras que la prueba de 2-ME fue mis
especifica y mis sensible que la prueba de fljaclén de complemento.

Estas dos pruebas son las mis empleadas dando buenos resultados,
sin embargo, estas pruebas no son tan senslbles y algunos portadores
pueden pasar inadvertidos (Schultz y cols. 1982).

Algunos de los inconvenlentes que afectaron los resultades fue la
presencla de clerto grado de hemblisis en algunos de los sueros,asi
como la posible presencla de anticuerpos inespeciflicos provenlientes de
algin otro microorganismo, ademids por una concentracién elevada de
protefinas en los sueros, todo esto puede causar reacclones
Inespacificas.

No se puede rechazar la utilidad del PLEUROTEST como una prueba
de ayuda diagnostica de la pleuroneumonia contaglosa porcina ya que es
una prueba rapida, facll de reallzar y confiable.

Por el momento se puede decir que la prueba es efectiva, sin

embargo es necesarlo ampllar el nimero de antigenos de tal manera que
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sea mAS representativa y detecte los antlcuerpos de los demas

serotipos y tomar en cuenta el anallzar muestras provenlentes de

diferentes locallzaclones geograficas del pais y reforzar los

resultados que se obtendrlan con el PLEUROTEST.
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9. CONCLUSION

De los 293 pulmones colectados durante 6 meses se encontrd 21.8%

de leslones tipo CFH tipicas de pleuroneumonia contaglosa porcina.

Se aislé A. pleuropneumoniae serotipo 1 blovariedad 1 y A.
pleuropneumonlae hiovariedad 2 de pulmones de los cerdos de abasto.

Se logrd el alslamlento de A. pleuropneumoniae serotipo 1,3,5y 7

a nivel de granja y rastro.

De los sueros probados con el PLEUROTEST que correspondieron a
pulmones con leslones tipo CFH tipicas de pleurcncumonia contaglosa

porc!na‘, fueron positivos al serotipo 1 de A. pleuropneumonlae
Se determino la posible presencla de reacciones cruzadas entre A.
pleuropneumonize serotipo 1 blovariedad 1 y A. pleuropneumoniae

biovariedad 2.

Existi6é una correlacién entre el aislamiento y la serologia bajo

las condiclones de este trabajo.
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