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RESUMEN

La presente investigacién tuvo como objetivo
primordial determinar el punto de infeccién de
Actinobacillus pleuropneumoniae, mediante el ensayo
serolégico PLEUROTEST en una granja porcina de ciclo
completo, para conocer los diferentes serotipos de A.
pleuropneumoniae, y proceder a vacunar y/o tratar con
antibloticos.

El estudio se realizé en una granja de 180 vientres
con problemas de Pleuroneumonia Contagiosa Porcina,
con una mortalidad por PCP de 35%. Se realizaron
tres muestreos estratificados con intervalos de 4
meses entre ellos, usando 50 sueros de cada una de
las etapas (destete, crecimiento, desarrollo Yy
finalizacién). Todos los sueros colectados fueron
probados con la prueba serolégica de PLEUROTEST,
empleando antfgeno de A._pleuropneumoniae serotipos :
1, 2, 3, 5, 7 vy09. El primer muestreo serolégico
revelé que en la etapa I, el serotipo 7 (27%)
prevalecié6 sobre 1los otros, sin embargo, fue
decreciendo hasta la etapa IV. En la etapa II, el
serotipo que prevalecidé fue el 3 (56%) y se mantuvo
en las siguientes etapas; ademds los serotipos 1 y 9
en las etapas I y IV se comportaron en forma similar

(4 y 44% para el 1 y 4 y 42% para el 9



respectivamente). En la etapa II1, los serotipos
predominantes fueron: 1 (32%); 3 (24) y 5 (20%).

En la etapa IV, nuevamente aumentaron los serotipos 1
(44%); 3 (50%) y 9 (42%) y decrecieron los serotipos
5 (14%) y 7 (2%). El serotipo 2 no fue identificado
en esta granja. FEn las etapas 11 y IV se localizaron
los principales puntos de infeccién de A
pleurcopneumoniae, sa aplicaron solo medidas
profilacticas.

El sequndo muestreo estratificado se encontré
que la etapa 1 el serotipo 5 (18%) prevalecid sobre
los otros, sin embargo, fue decreciendo hasta 1la
etapa IV, el serotipo 7 solo prevalecié en esta
etapa, perc en bajo porcentaje; los serotipos 1 y 9
en todas las etapas se comportaron en forma similar
{11, 8, 11 y 11% para el serotipo 1 y 12, 7, 10 y 11
% para el serotipo 9); en la etapa II1I, el serotipo
predominante fue el 3 (8%); en la etapa IV, los
resultados fueron similares a los de la etapa III, se
aplicaron las medidas de medicacién en la lactancia y
destete y medidas de profilaxis en las etapas I y II.

En el tercer nmuestreo estratificado se encontré
que en la etapa I los serotipos 1 y 9 (9 y 7 %
respectivamente) aungque disminuyeron en porcentaje,
estos prevalecieron sobre los otros. El serotipo 7
solo prevalecié en la etapa 1, Yy bajo en las

siguientes, En la etapa II, aumentaron drasticamente



los serotipos 1 y 9 (33 y 32 % respectivamente), Yy
aparece el serotipo 5 (14 %). En la etapa III, bajan
nuevamerte los serotipos 1 y 9 ( 8 y 10 %
respectivamente) pero aumenta el 5 (18 %), finalmente
en la etapa IV todos los serotipos disminuyen a menos
del 10 %.

Con la serologia del primer mnuestreo, se
localizé el punto de infeccién, las medidas aplicadas
fueron adecuadas, comprobdndose con el sequndo
muestreo, pero el descuido contribuyé a que
nuevamente surgiera la enfermedad, comc se demostrd

con el resultado del tercer muestreo.



i.0 I N T R O D U C C ¥ O N

La enorme concentracién de animales de diversa
procedencia en un espacio reducido, es una
caracteristica comin en la mayoria de las
explotacinones porcinas en México, esto de hecho tiene
implicaciones definitivas en el establecimiento vy
diseminacién de enfermedades infecciosas sobre todo
aquellas cuya transmisién es por contacto directo (ya
sea via oral o respiratoria), este es el caso de la

Pleuroneumonia Contagiosa Porcina (PCP).

Se ha estimado que las pérdidas econdmicas
ocasionadas por esta enfermedad son mayores gque las
producidas por cualquier otra enfermedad respiratoria

(55) .



1.1 DEFINICION DE LA ENFERMEDAD.

La PCP es una enfermedad devastadora, que causa
grandes perdidas econémicas, debido principalmente a
su alta mortalidad y a wuna pobre conversién
alimenticia en los animales infectados crénicamente.
La enfermedad puede cursar en forma hiperaguda,
aguda o crénica. La lesidn aguda caracteristica es
una neumonia hemorridgica necrosante, asociada a una
pleuritis fibrinosa, con adherencias, mientras que la
lesién crénica se distingue por una consolidacién
pulmonar, infarto y encapsulamiento del tejido (1, 8,

11, 14, 32, 35, 43, 46, 48, 49, 56).

1.2 ETIOLOGIA

Las primeras observaciones de esta enfermedad
fueron hechas por Pattison y cols. (40), Mathews and
pattison en 1961, y oOlander (10). Posteriormente
Shope (49, 50) describié una infeccién sobreaguda

similar en granjas en Argentina.



La bacteria Actinobacillus pleuropneumoniae es
el agente etiolégico Wnico, que actualmente se
considera como responsable de la Pleuroneumonia
Contagiosa Porcina a diferencia de otras neumonias.
Estudios realizados sobre las bases fenotipicas vy
sobre el acido desoxirribonucleico (ADN) de esta
bacteria, hicieron que se transfiera de la especie
Haemophilus.. __pleuropneumoniae _a la especie
Actinobacillus_pleuropneumoniae biovariedad 1 si es
dependiente de nicotinamida adenina dinucleotido
(NAD) vy la especie Pasteurella haemelytica like a la
especie Actinobacillus pleuropneumoniae y biovariedad
2 si no es dependiente de NAD (3, 9, 10,20,

23,35,40,42,43,46,48).

1.3 Generalidades. ~

El A. pleuropneumoniae es una bacteria gram
negativa y pleomérfica, generalmente como bacilo
corto en pequefias cadenas encapsulado, que mide de
0.3 a 1.5 um de largo por 0.3 um de ancho, es una
bacteria que carece de flagalos y no produce esporas,
sin embargo, posee fimbrias citoadherentes (31).
La cépsula conforma la capa mas externa de la
superficie de la bacteria y no se elimina f&cilmente
mediante un simple lavado, ademds de ser la
responsable de la especificidad del serotipo, a 1la

fecha se reconocen diez serotipos designados con



nimeros arédbigos de 1 al 10; se han designade otros
dos serotipos el 11 y el 12, pero aGn el estatus del
serotipo 11 no estd claro (13, 19, 29, 30, 32, 34,
35, 38, 54, 57). La composicién y estructura de las
cdpsulas de los primeros nueve serotipos se han
determinado, y en el casoc de los serotipos i, 2, 3, 5
Y 6 se ha encontrado que est&n compuestas de unidades

repetidas de dos o tres carbohidratos comunes o

aminados tales como: galactosa, glucosa, N-
acetilgalactosamina y N-acetil-glucosamina. Los
anticuerpos generados contra la cépsula, solo

pretegen contra la muerte, pero no contra las
lesiones pulmonares o la infeccién crénica. La
virulencia atribuida a la cdpsula es variable entre
los diferentes serotipos, sin embargo, atin no se
conoce por completo el papel patogénico de 1la

cépsula.

Una caracteristica fundamental de este
microorganismo es la de depender de NAD, factor de
crecimiento conocido como V, no requiere del factor
de crecimiento X (hemina) presente en los medios

enriquecidos con sangre (21,35,36).
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Para los aislamientos primarios es importante
gque el NAD se proporcione in _situ por otro
microorganismo, mediante una estria sobre cultivo
sospechoso de A._pleuropneumoniae, dicho fenémeno se
conoce como satelitismo. Entre los microorganismos
que sirven como cepas nodrizas se encuentran:
Staphylococcus . aureus, . Staphylococcus  albus,
Streptococcus faecalis . especies del genero Bacillus
y especies del genero.__Pscudaomonas. El empleo de
Staphylococcus aureus nos permite observar ademads de
la dependencia, el fenb6menoc de Christie, Atkins y
Munch-Petersen (CAMP) en donde la beta hemolisis do
la toxina~B del estafilococo actia en forma sinérgica
con la cohemolisina del Actinobacillus
ploeuropneumoniae sobre placas de agar sangre; también
crece sobre agar cerebro corazén con la cepa nodriza,
otras caracteristicas bioquimicas son resumidas en el
Cuadro 1, y en el Cuadro 2 se resumen algunos de los
factores de virulencia nds importantes de esta

bacteria. (7,14,15,18,20,27,47).



CUADRO "1. CARACTERISTICAS BIOQUIMICAS DE
Actinobacillus pleuropneumoniae

11

PRUEBA

RESULTADO

Satelitismo con cepa nodriza
Dependencia NAD
Dependencia de Hemina
Fenémeno CAMP
Hem61isis
Catalasa
Oxidasa
Ureasa*
Nitratos#*
Acido a partir de carbohidratos#
{+) glucosa
(+) manosa
(+) manitol
(-} fructuosa
maltosa
(-) sorbitol _
ducitol
meso inositol
Fosfatasa alcalina
SIM*
sulfhidrico
indol
motilidad
Citrato

U vovo

++ 0+ +

Dudoso
Dudoso

s

PO I R R

L1+

*Suplementado con extracto fresco de levadura.

FUENTE: Cipridn y cols. 1992



CUADRO 2. FACTORES DE

A
BIOLOGICA.

VIRULENCIA DE
pleurppneumoniae Y SU ACTIVIDAD

FACTOR

ACTIVIDAD
BIOLOGICA

CAPSULA

ENDOTOXINA

EXOTOXINAS

CITOTOXINAS

HEMOLISINAS

FACTOR DE PERMEABILIDAD

INMUNOGLOBULINA PROTEASA

RESISTENCIA ANTIMICROBIANA

ANTIFAGOCITARIA
INHIBE LA ACTIVIDAD
BACTERICIDA DEL
SUERO

ENDOTOXEMIA
REACCION DE
SCHWARTZMAN,
LOCAL 7 SISTEMICA

CITOTOXICA
HEMOLITICA
REPRODUCCION DE
OTRAS LESIONES

HEMOLITICA
CITOTOXICA

LETAL PARA EL CERDO
Y ANTIFGOCITARIA

EDEMOGENICA
NO HEMOLITICA

ROMPE LA IgA
SECRETORA

PRINCIPAL HACIA:
AMPICILINA,
ESTREPTOMICINA
SULFADIAZINA, ENTRE
OTROS.

Fuente: Adaptado por Ciprién de Bertram (1990).
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Al parecer, las exotoxinas juegan un papel wmuy
importante en 1la virulencia y patogénesis de 1la
infeccién causada por Actinobacillus pleuropneumeniae
Ya que se ha demostrado dque los anticuerpos
producidos contra las proteinas de la menmbrana
externa solo protegen parcialmente contra la
enfermedad, Yy que los preparados con hemolisinas
reducen significativamente 1la mortalidad y el
porcentaje de pulmones afectados por la enfermedad
(7,12,27,47), aunado a ésta, la pleurotoxina también
parece tener importancia en 1la virulencia de 1la

enfermedad (47).

1.4 EPIZOOTIOLOGIA.

La Pleuroneumonia Contagiosa Porcina esté
ampliamente distribuida en el mundo y su importancia
epizootiolégica estd correlacionada estrechamente
con la industrializacién de la produccién de cerdo,
fué primeramente reportada en: Inglaterra (36,43),
Argentina {45,46) y en Estados Unidos {(12}.
Posteriormente fue reportada en préacticamente todos
los paises Europeos, en varias partes de Estados
Unidos, Canada y México (10,45). En el cuadro 3
observamos la distribucién de la bacteria en el mundo

(8).
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En México, a partir de 1976, se observareon
neumonias epizobticas en las granjas porcicolas del
estado de Tlaxcala y del Bajio, con una elevada
morbilidad (80-90%) y mortalidades de 10 al 30%,
ini~ialmente afect5 o 1los cerdos adultos y con el
tiempo se fue gquedando come una infeccién enzoética
en los lechones. De este brote el Dr., Pijodn y
colaboradores aislaron e identificaron Haemophilus
parahemolitycus  __ (pleurcpneumoniae) (41),
posteriormente la enfermedad se diseminé en otros
estados de la Reptblica causando serios problemas a
la porcicultura nacional. Ciprian y col.(1988)
encontraron que el serotipo mas comunmente encontrado
fue el 9, el cual se considera el responsable de los
brotes mas scveros de pleuroneumonia en el campo, sin
embargo también otros serotipns han sido aislados en
los diferentes estados de la Repiblica, como se puede
apreciar en el Cuadro 4. Dos de los serotipos
identificados, correspondieron con el serotipo 8 el
cual no ha sido identificado previamente en el
continente americano; actualmente se esti& trabajando
para verificar si corresponde al serotipo 8 o es
producto de una reaccién cruzada con 3 6 6. Seis de

los aislamientos no pudieron ser identificados (10).
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CUADRO 3. DISTRIBUCION MUNDIAL DE LOS SEROTIPOS  'DE

Actinobacillus pleuropneumoniae

PAIS SERQTIPO

Alemania 2, 3, 4, 5, 9

Argentina la

Australia la, 7a

Bélgica i, 3, sa, 7, 9

Brasil 1, 2, 4, 5a

Canadé la, 2, 3, 4, 5a, 6, 7

Corea 2, 3, 4, 5

Dinamarca 1, 2a, 3, 4, 6, 8, 9, 11, 12

E.U.A. la, 3, 4, 5a, 7
Finlandia 2,5

Francia 3, 7a, 9

Reino Unido 2, 3a, 5,6, 7, 8, 9
Holanda 1, 2, 3, 4, 5a 6, 7, 8, 9
Irlanda 8

Italia 1, 2a, 3, 4

Japén 2a, 3, 5

México 1a, 2, 3b, 4c, S5a, 6b, 7c, 8b
Rumania 5

Suecia 2a, 3, 4, 8

Suiza 2a, 3, 7, 9

Taiwan 5

Venezuela 7

Yugoslavia 2a, 4

*Informacidn solo en estos palses
a) Serotipos predominantes

b) Reaccién cruzada entre 3, 6 y 8
¢) Reaccifén cruzada entre 4 y 7.

FUENTE: cipri&n y col. (1992)



CUADRS 1.

CISTRIDUCION NACIONAL DE LOS SEROTIFOS

DE Actinobacillus pleuropneumoniae.
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ESTADO SEROTIPO
Edo. México ia, 5
Guanajuato la, 4, 5
Jalisco la, 2, 3, 5, 8
Michoacén 1a, 5, 6, 7
Puebla 1a,2, 3, 4, 5
Querétaro 1a

Sonora ia

Yucatén 5

* Informacién solo en estos estados

a)Serotipo predominante

FUENTE: Diaz y cols.
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1.5 ESPECIES SUSCEPTIBLES
El cerdo es la fGnica especie que en forma
natural es susceptible a A. __pleuropneumoniac
presentdndose en forma aguda, sobreaguda o crénica,
pudiendo presentar una morbilidad de hasta un 100% y
una mnortalidad variable que va desde 20% hagta un
80%. La mortalidad mas importante es en los cerdos de
4 semanas de edad pero las pérdidas por muerte se
pueden dar hasta en cerdos de 12 a 16 semanas de edad
(8,16,35,56). En muchos casos, cuando estd ocurriendo
la pérdida por muerte en animales de mayor peso, 1los
cerdos fueron infectados a una edad mas temprana y
estan reciclando con la enfermedad clinica (8). El
modo de transmisién es por aerosoles, aunque es
posible que el personal de la granja infecte a 1los
cerdos de manera indirecta por medio de la ropa,
pbotas e instrumental contaminado, el hacinamiento y
la mala ventilacién pueden facilitar la propagacién
(1,11,12,16,35,43).

El estrés parece estar Intimamente relacionado
cuando ocurre un brote de A, _pleuropneumoniae,
algunos de los factores de estrés mis comunes que
pueden hacer que ocurra ésta enfermedad son: cambios
repentinos en la temperatura, alta humedad relativa,
cambios en la alimentacién, hacinamiento Y
movilizacién de los cerdos. Cuando ocurren cambios de
temperatura mayores de 12 a 24°C, particularmente del

dfa a la noche, puede haber un efecto dramatico en
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los™ cerdos - infectados con A._pleuropneumoniae. La
deshidratacién y el estrés pueden de la misma manera
hacer surgir un brote clinico de esta enfermedad

(17).

El periodo de incubacién de esta enfermedad
dependerd de la cantidad de bacterias infectantes y
de la patogenicidad, en forma experimental este puede
tardar menos de 6 horas (16,21,49), pero en forma
natural varia de 12 a 24 horas hasta varias semanas,

dependiendo del estado inmune de los animales (19).

1.6 PATOGENIA.

Por lo que a la patogenia respecta la alta
especificidad de especie que presenta esta bacteria,
en contra del cerdo, al parecer es ocasionada porque
en su epitelio de la mucosa respiratoria, el cerdo
posee receptores para los pilis citoadherentes. La
bacteria se adhiere entonces a la mucosa y no puede
ser removida. Al parecer la cépsula de esta bacteria
no tiene actividad téxica o actividad pirégena pero
si tiene una actividad blastogénica linfocitaria, asi
mismo hay resistencia a la fagocitosis por parte de
los neutréfilos ademas de que interfiere con 1la
actividad del complemento a la membrana. El
lipopolisacaride de la membrana externa de los

diferentes serotipos inducen a la infiltracién de
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células inflamatorias, ademds de actuar como agente
pirégeno, una vez establecida la bacteria en el
pulmébn la bacteria excreta sus exotoxinas. La
actividad hemolitica de las hemolisinas 1 o 2 parecen
ser las responsables de las lesiones iniclales
caracterizadas por hemorragias y necrosis y al
parecer también provoca un efecto téxico sobre
macréfagos, monocitos circulantes Y

polimorfonucleares (1,9,36,45,47,50,56).

1.7 BIGNOS CLINICOS

Los signos clinicos de la enfermedad dependen de
varios factores: resistencia de los animales, su
edad, condiciones ambientales adversas, grado de
exposicién y virulencia de 1la cepa, infecciones
secundarias (12,16).

En las piaras susceptibles A. _pleuropneumoniae
tiene un inicic repentino, diseminindose répidamente
y afectando a cerdos en todas las edades, inclusoc a
los animales de cria. Los animales tienen tipicamente
una pérdida repentina de apetito, seguida por fiebre
alta. En casos agudos, estos signos iniciales son
segquidos por cianosis de la piel, disnea y una tos
suprimida. El sufrimiento respiratorio puede ser tan
severo que el cerdo respira a través de su hocico,
abriéndolo de una manera que adopta una posiciétn de

perro sentado. Poco antes de la nmuerte, puede haber
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una descarga de espuma sanguinolenta del hocico y de
las fosas nasales. La muerte puede seguir en menos de
24 h. del inicio de los primeros signos. En el
cuadro sobreagudo también llamado "neumonia
hemorr&gica" puede presentarse muerte sibita de
algunos animales sin mostrar signo alguno, en los
animales que no mueren inmediatamente, los signos
que se pueden observar son: temperatura de 41 a 429
se presenta cianosis de la piel, disnea tos htmeda,
la afeccién respiratoria es muy severa, hay
hemorragia y espuma por nariz y por la boca, la
muerte se presenta antes de 24 h. Los cuadros agudos
y crénicos se caracterizan por que uno le sigue al
otro si los animales logran sobrevivir, al inicio
presentan anorexia y cuando son forzados a moverse,
muestran disnea , respiracién abdominal, tos vy
también se presenta cianosis de la piel. Los cerdos
que llegan a sobrevivir disminuyen su apetito y por
consiguiente su desarrollo (1,8,11,14,16,19,43,46).
La lesién macroscépica caracteristica de esta
enfermedad es una neunonia fibrinchemorrdgica, cen
apendices de fibrina adheridas desde la superficie
pleural del pulmén hasta el recubrimiento de 1la
cavidad toracica. Los pulmeones presentan un color
azul obscuro afectados extensamente por la neumonia.
El desarrollo va de un pulmén hemorrigico edematosc

con pequeilas cantidades de fibrina superpuesta en la
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etapa aguda, hasta abscesos pulmonares y adherencia
de los pulmones a la cavidad toracica (1,11,16,

36,40,43,48).

1.8 DIAGNOSTICO

El diagnéstico de esta enfermedad puede ser por:
observacién de los signos clinices, historia de 1la
piara, respuesta a la terapia y observacién de las
lesiones a la necropsia, el cual debe ser confirmado
mediante un aislamiento y tipificacién del
microorganismo a partir de los pulmones de cerdos con
el problema (17,36,44), o bien el diagnéstice
serolégico que se lleva a cabo en los cerdos vivos
de las granjas, este Gltimo método es el mas adecuado
ya que se puede realizar en animales vivos atGn con
signos clinicos y no requiere del sacrificio del
animal, es mas r&pido y nos permite hacer perfiles de
la enfermedad identificando el punto de infeccién en

la granja.
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1.8.2 DIAGHOSTICO CLINICO

El diagnéstico presuntivo de la enfermedad puede
llevarse a cabo mediante la observacién de los signos
clinicos de la enfermedad asi como 1la historia
clinica del hato, entre los més importantes
encontramos: pérdida repentina del apetito, seguida
por fiebre alta, en casos agudos también se presenta
cianosis de la piel, disnea y tos suprimida, 1los
animales me ven obligados a respirar por el hocico
adoptando la posicién de perro sentado, poco antes de
la muerte puede haber una descarga de espuma
sanguinolenta por hocico y fosas nasales, la muerte
puede ocurrir en menos de 24 h de haber iniciado los
signos. El cuadro sobreagudo también 1llamado
neunmonia hemorr&gica puede presentar muerte subita de
algunos animales sin presentar ninguna signologia.
En las plaras susceptibles tiene un inicio repentineo
siendo su
diseminacién r&pida y afectande a los cerdos de todas

las edades (1, 8,11,12,16}.
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1.8.2 DIAGNOSBTICO POR LEBIONES PATOLOGICAS

Las lesiones producidas por este microorganismo
estan confinadas principalmente a la cavidad torécica
y varian en relacién a la severidad de la enfermedad,
se pueden observar: focos de pleuroneumonia fibrinosa
necrosante, congestién, hemorragia, edema, Aareas de
consolidacién roja, inflamacién de 1los ganglios
regionales, de consistencia dura y edematoso, en
trdquea y Dbronquios se puede encontrar exudado
espumoso Y sanguinolento, también se ha observado
pericarditis fibrinosa y adherencia de epicardio,
peritonitis y artritis, en ocasiones se han
encontrade infartos en rifiébn, asi como ascitis con
hilos de fibrina en cavidad abdominal. El1 cambio
histopatolégico mds relevante es una neumonfia de tipo
fibrinohemorragica necrosante, también son observados
trombos en arterias y alveolos, edema con fibrina,
zonas de congestién y hemorragia. En casos crénicos
se pueden observar granulomas caseosos rodeados por
el septo interlobulillar con hipertrofia Y
proliferacién de tejido 1linfoide, ademds de
engrosamiento de los septos alveolares (1, 19, 35,

36,42,43, 48, 56).
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1.8.3 DIAGNOSTICO BACTERIOLOGICO

El diagnostico confirmativo, se hace mediante el
aislamiento y tipificacién del microorganismo a
partir de los pulmones de cerdos afectados

(16.22,40.44)

1.8.4 DIAGNOBTICO SEROLOGICO

Para el diagnéstico serolégico de la
pleuroneumonia contagiosa porcina se dispone de las
siguientes pruebas: aglutinacién con particulas de
latex, aglutinacién en tubo con 2-mercaptoetanol,
hemoaglutipacién indirecta, Fijaciébn de cComplemento,
inmunoflucorescencia indirecta Yy prueba de
inmunocabsorcién ligada a las enzimas (ELISA) (2,
10,17,22,28,39).

La prueba de Fijacién de Complemento (FC) es el
ensayo estandar usado en los Estados Unidos y otros
paises para comprobar si los cerdos tienen
anticuerpos de A._ pleuropneumoniae, sin embargo, es
una prueba demasiado complicada que ocupa muchos
controles, ademds de que el suero no deberd estar
hemolisado, por lo que el sangrado del cerdo debe ser
adecuado, esto aunado a la actividad
procomplementaria o anticomplementaria de algunos
sueros porcinos, que interfieren con el uso de 1la
prueba de FC en algunos animales. La mala relacién

entre el titulo de FC y la proteccién indica que el
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ensayo no depende de la infeccién, y que no detecta
un factor virulento importante (17,24). La vacunacién
puede inducir titulos positives de FC (24), pero
puede nc proporcionar proteccién significativa, del
mismo wodo existen cerdos identificados como
portadores nasales de la bacteria que no presentan
titulos positivos de fijacién de complemento (Kume y
cols. 1984 citado por Fenwick 16). Del mismo modo,
los cerdos identificadoes con cepas no
serotipificables no serian identificados como
infectados de acuerdo con la prueba de Fijacién de
Complemento, ELISA con células completas o cualquiera
de las pruebas que se basan en la identificacién de
anticuerpos a antigenos capsulares definidos
previamente y/o antigenos LPS (lipopolisacaridos)
(15).

Entre las otras pruebkas serolégicas que han
sido desarrolladas para identificar cerdos
portadores, asi como para hacer la serotipificacién
correspondiente, se cuenta con: la prueba de ELISA
con células completas o de fraccién de membrana
celular {4,16,17,28,39), aglutinaci6n (33),
hemoaglutinacién indirecta (52,) coaglutinacisén
(26,52), conteo inmunoelectroforético (38,52), ELISA

bloqueada (39), LPS-ELISA (15), ELISA capsular (15).
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Gutiérrez y cols (25) produjeron varios
preparados de antigenos (extracto salino, extracto
capsular, suspensién de células completas, extracto
calentado, etc.) y fueron usadas para el diagnostico
y tipificacién de 1las cepas las pruebas de fijacién
de complemento, ELISA, hemoaglutinacién indirecta,
estableciendo gue 1la menor reactividad cruzada se
obtuvo con el extracto capsular con la prueba de
Hemoaglutinacién indirecta y por lo tanto concluyen
que es el método mas confiable para serotipificar las
cepas de Actinobacillus pleuropneumoniae.

Mas recientemente se ha desarrollado un ensayo
de neutralizacién de hemolisina y un anilisis de
Western blot, para el diagnéstico de Al
pleuropneumoniae, dicho ensayo proporciona buenos
resultados que se correlacionan bien con la prueba de
seleccién debido a su sensibilidad, mientras que la
prueba de Western blot se usa como prueba de
confirmacién, debido a que tiene tanto una alta

sensibilidad como una alta especificidad (52

1.8.5 BITUACION DEL DIAGNOBTICO EN MEXICO.

En los paises como México, el diagnéstico de PCP
se realiza por signos clinicos; por hallazgos a la
necropsia y en ocasiones  por aislamiento y

tipificacién del microorganismo, debido



principalmente a la falta de la costosa
infraestructura gque requieren los laboratorios
equipados y los recursos humanos capacitados, por lo
que el diagnéstico serolégico casi no se lleva a
cabo. Ante esta problemitica un grupo de
investigadores Mexicanos han desarrollado un kit de
diagnéstico serolégico de PCP empleando tecnologia
sencilla y de bajo costo, con lo que se podr& conocer
la situacién de 1la granja con respecto a 1la
enfermedad (perfil serolégico) y asi establecer las
medidas de control pertinentes. Este kit de
diagnéstico fue denominado PLEUROTEST {Marca

registrada por la UNAM, patente en trémite).

1.8.6 PAQUETE TECNOLOGICO DENOMINADO "“PLEUROTEST"
PLEUROTEST es un equipo disefiado para detectar
anticuerpos producidos por los cerdos enfermos o los
cerdos portadores de PCP mediante un simple ensayo de
aglutinacién en placa que determina en unos minutos
si un cerdo tiene anticuerpos contra___A.
pleuropneumgniae generados durante la infeccién,
diferenciando aquellos anticuerpos del cerdo que han
sido vacunados contra A. __pleurcopneumoniae, esta
prueba se basa en el principio de aglutinacién
directa. El suero del cerdo a diagnosticar es
mezclado apropiadamente con el reactivo que contiene

células tratadas de A. pleuropncumoniae.
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En el caso de un cerdo infectado con PCP, su suero
contiene anticuerpos especificos que reaccionan con
los antigenos presentes en el rcactivoe produciendo
una aglutinacidén caracterizada por la aparicién de
qgrumos en la mezcla, indicando un resultado positivo.
5i se trata de un cerdo sanc, el suero normalmente no
contiene anticuerpos contra este microorganisme, o si
se trata de un cerdo vacunado contra PCP, el suero
contiene anticuerpos vacunales, gque ho reaccionan
con el reactivo, de tal forma que en ambos casos la
aglutinacién no se produce y no se observan grumos,

indicandoc un resultado neqgativo.

La prueba con PLEUROTEST se efectla en un maximo
de 10 minutos. La prueba puede ser realizada por
perscnal no calificado mediante los siquientes pasos:
1) E)l frasco con el reactivo se deja eguilibrar a la
temperatura ambiente, durante 10-15 minutos.

2) Utilizando la pipeta se coloca una gota del suero
problema en una de las celdas de la placa.

3) Se coloca una gota de reactivo de aglutinacién en
la celda que contiene la gota de suero y se mezclan
con movimientos rotatorios utilizando wun palilloe

mezclador.
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4) Se agita la placa suavemente con movimiento
ondulatorio durante 4 minutos.

5) Se efectGa la lectura, la cual se recomienda
llevar a cabo dentro de los 2 minutos posteriores de

terminada la prueba.

Los sueros de cerdos infectados con
Actingbacillus pleuropneumoniae de campe, mostrarain
fuerte aglutinacién, mientras que los sueros de los
cerdos sanos y los vacuhados contra la

Pleuroneumonia Contagiosa Porcina permaneceréan

sin grumos.

El PLEUROTEST fue concebido como una prueba para
detectar animales enfermos o portadores de
Pleuroneumonia Contagiosa Porcina directamente en 1la
granja, no da falsos reactores negativos, y los
reactores positivos pueden ser reevaluados mediante
otras pruebas serolégicas. Los resultados obtenidos
por esta prueba ayudardn al Médico Veterinario de la
granja a tomar las medidas adecuadas para el control
Yy la erradicacién de 1la pleuroneumonia contagiesa
porcina.

1.9 PROGRAMAS DE VACUNACION.

Para prevenir la PCP se han desarrollado varias

vacunas con resultados variables tanto en

condicliones experimental como de campo.
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- La proﬁsécipn ‘conferida por las vacunas depende de la
'calyidadvr de..las mismas Yy de 1los programas de
inmunizacién. En general las vacunas con extracto
capsular completo resultan mas eficaces que las que
contienen solo alqunas fracciones (Raap y Ross, 1986
citado por Cipridn y cols. 1992) (8).

Fedorka, en 1990 (14), comparo la eficacia de
un preparado a base de productos de secrecién donde
la fraccién predominante fue 1la hemolisina (una
proteina de 110 kilodalton) y bacterinas comerciales,
los cerditos gue recibieron un preparado a base de
productos de secrecién redujeron significativamente
la mortalidad y el % de pulmones afectados después
del desafio con A.._pleuropneumoniae serotipo 1, lo
que denota que hace falta mayor investigacién sobre
este tema.

La vacunacién para infecciones causadas por A.
pleuropneunoniae, ccn un buen inmunégeno tendria que
tener el serotipo identificado en la granja, que
tuviera los factores de adherencia, que tuviera las
toxinas inactivadas entre otras cosas,para ser
efectiva y controlar los brotes agudos y asi como
para reducir las lesiones en los animales infectados
(comunicacién personal Dr. Ciprian 1993). Es
importante determinar el serotipe o los serotipos
involucrados en la unidad problema

{(17,29,32,34,38,54) . Los tiempos éptimos son a las
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6-8 semanas de edad para la primera dosis (cuando los
niveles de anticuerpos maternos estan al minimo y adn
no ha ocurrido la exposicién), con una segunda dosis
de refuerzo a las 8-10 semanas de edad. La inyeccion
intraperitoneal para la primera dosis, y la inyeccién
intramuscular ha comprobado ser efectiva en ranchos
con problemas severos. Se cree que la inyeccién
intraperitoneal estimula 1la inmunidad mediada por
cé&lulas y la inyeccidn intramuscular, estimula a la

inmunidad humoral (19).

1.10 TRATAMIENTO Y CONTROL.

Los problemas ambientales y de manejo tienen que
evaluarse para resolver el problema de la PCP. La
temperatura del aire es uno de los factores mas
criticos que tiene gque tomarse en cuenta debiendo
minimizarse las fluctuaciones de temperatura, evitar
el exceso de humedad, asegurarse que haya suficiente
agua disponible, y verificar que la densidad animal
sea la adecuada (16).

Los procedimientos de tratamiento empleados para
controlar 1los brotes clinicos de Pleuroneumonia
Contagiosa Porcina dependen generalmente de 1la
severidad del sindrome, Es importante hacer
aislamientos a partir de pulmén afectado y luego,

realizar pruebas de sensibilidad
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a los antibioticos, para determinar el mejor a
utilizarse. Los brotes severos requieren generalmente
un tratamiento masivo de los cerdos afectados.
ComGnmente se usa penicilina, ampicilina Y
trimetropim. También e recomienda una revacunacién
el primer dia del tratamiento (16,19). Sin embargo
varios autores han observado marcada resistencia de
la bacteria a los antibiéticos como ampicilina,
colistina, gentamicina, kanamicina, novobiocina,
penicilina, polimixina-B y sulfametoxasol-trimetropim
(8, 13,43,).

Smith y cols.1991 (53) reportan gque el
enrofloxacin en dosis de 150 mg/Kg produjo un marcado
control de la infeccién, redujo la severidad de las
lesiones toracicas asi como la prevalencia de las
bacterias en los pulmones. Recientemente se ha usado
Tiamulin en el agua de bebida durante los primeros 5=
7 dias del brote, con cierto éxito aparente (19),
también se ha usado clortetraciclina 400gm/tonelada
de alimento, los veterinarios de las granjas creen
que la medicacién en el alimento ayuda a reducir las
poblaciones bacterianas de PRasteurella multocida en

brotes de Pleuroneumonia Contagiosa Porcina (19)
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1.11 JUSTIFICACION.

Una medida importante en el control de 1la
pPleuroneumonia contagiosa porcina, es la localizacién
de 1los cerdos infectados (denominado puntoc de
infeccién), el momento en el cual 1los animales
adquieren la enfermedad mas frecuentemente', para que
de esta manera se puedan implementar las medidas
adecuadas de profilaxis y tratamiento en las diversas
etapas de produccién, en vista del costo de las
pruebas serolégicas de diagnéstico para esta
enfermedad, es necesario realizar la validacién de
las innovaciones tecnolégicas que estdn siendo
desarrolladas como es el caso del PLEUROTEST, que por
ser barata y fdcil de llevar a cabo, su aplicacién

en nuestro pais es accesible.

2.0 OBJETIVO GENERAL.

Se ensayo el paquete tecnol6gico denominado
PLEUROTEST. Para determinar y localizar el punto de
infecciétn con los diferentes serotipos de AL

pleurcopneunconiae presentes en la granija.

2.1 OBJETIVOS PARTICULARES:
1) Se determiné el punto de infecci6n de _A.

pleuropneumoniae mediante el ensayo serolégico
PLEUROTEST en una granja de ciclo completo.
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2) Se definié el perfil serolégico de la granja,
para conocer los diferentes serotipos de Al
pleuropneumoniae presentes en cada una de las etapas

de la granja.

3) Se estableci6é un programa de vacunacién y
tratamiento a 1los animales con los resultados
obtenidos.

3.0 MATERIAL Y METODOS:
3.1 Lugar de trabajo:

El trabajo experimental se realiz6 en una granja
porcina comercial de ciclo completo, localizada en el
municipio de Teoloyucan Estado de México.

3.2 Animales

La granja cuenta con 180 vientres de las razas
York-shire Y Hamshire, con problemas de
pleuroneumonia contagiosa, antes del primer muestreo
la mortalidad por pleuroneumonia contagiosa porcina
era del 35%

3.3 Muestreo

Se realizaron tres muestreos estratificados con
intervalos de 4 mrses cada uno y cada muestreo fue de
la siguiente manera: 50 sueros de la etapa de destete
{1); S50 sueros de la etapa de crecimiento (II); 50

sueros de la etapa de
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desarrollo "(III); ‘50 sueros ‘de la etapa de

finalizacién (IV).

3.4 PLEUROTEST

Todos los sueros colectados fueron probados con
el ensayo de PLEUROTEST empleando antigeno de
Actinobacillus pleuropneumoniae serotipos 1, 2, 3, 5,

7 ¥ 9 (los ma&s comunes cn México).

3.5 Alslamiento bacteriolégico
Se tomaron 20 pulmones con PCP en el lapso de 8
meses previos y se les realizarén el aislamiento e

identificacién del A._plaur iae asi como su

serotipificacién (Cipriadn y col 1988)

3.6 Preparacién de la autobacterina

con los serotipos identificados se prepararon
cultivos de 18 h en un fermentador de 10 litros en el
Laboratorio de Virologia de Posgrado en Microbiologia
de la Facultad, los serotipos trabajados fueron los
1,3, 5 y 7 con los que se prepard la bacterina con la
cual fueron vacunados los cerdos dque asi lo
requerian. La autchkactcerina se elaboré de la manera
siguiente:
a) El medio de cultivo gque se utilizé fue BHI
{Infusién cerebro corazén), en una relacidn de 4509

en 10 1. de agua destilada.
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b) El medio de cultivo se esterilizo en autoclave a-
121°C durante 15 minutos y se incubé a 37 © ¢ para
determinar la prueba de esterilidad.

c) Al medio de cultivo se le adicioné el 10 % de
extracto de levadura el cual fue preparado de acuerdo
a Carter 1975 y Boughton 1976 (5,6).

d) Los 10 1. de medio de cultive con el extracto de
levadura fuer6n inoculados con un litro de inéculo
bacteriano de A. pleurgpneumeniae previamente aislada
e identificada de 6 h de incubacién.

e) Adyuvante hidroxido de aluminio en la proporcion
1:1 vol:vol de suspensién de A, _pleuropneumoniae con
108 bacterias/ml y los sobrenadantes se¢ mezclaron con
el adyuvante.

£) Prueba de inocuidad en ratones. Se inocularon 0.2

ml de bacterina por via intramuscular a 10 ratones.

3.7 Medidas preventivas
3.7.1 Vacunacién con la autobacterina
Se aplicaron 2 ml por via intramuscular a

cerdos sanos.

3.7.2 Administracién terapéutica y preventiva

Con el objeto de prevenir la presentacién de los
signos clinicos se administraron antibioticos del
grupo de los macré6lidos en forma de premezcla en el

alimento.
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4.0 RESULTADOS

Debido a gque la granja es de ciclo completo, Yy
presenta una poblacion heterogenea, se agrupd en 4
diferentes etapas productivas, cada una de ellas con
caracteristicas definidas, se establecidé realizar un
muestreo estratificado, el cual en este caso,
proporciona un muestreco mds fidedigno de 1lo que
estaba sucedicndo en la granja en cada uha de las
etapas productivas, que un muestrec completamente al
azar. De esta manera se colectaron un total de 600
sueros en tres periodos.

El estudio bacteriolégice de los 20 pulmones,
reveld gue en el 95% de ellos se aisldé AL
pleuropneumoniae invariablemente. la tipificacién
mostro gue 11 cepas fueron del serotipo 1; 7 cepas
del serotipo 3; 4 cepas del serotipo 5 y 3 del
serotipo 7. Solo en 5 pulmones se encontraron
infecciones mixtas, encontrandose 1 o 2 serotipos en

el mismo pulmén.

Se elaboraron tres lotes de autobacterinas
preparadas con los serotipos siquientes: el primer
lote con los serotipos 1, 3, 56y 7 y los lotes 2 y 3
con los serotipos 1 y 3, aplicandoseles a las mismas

la prueba de inocuidad anteriormente descrita.
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El primer muestreo serolégico reveldé que en la
etapa I, el serotipo 7 (24%) prevaleci6é sobre los
otros, sin embargo, fue decreciendo hasta la etapa
IV. En la etapa II, el serotipo que prevalecié fue
‘el 1 (56%) y se mantuvo en las siguientes etapas;
ademds los serotipos 1 y 9 en las etapas I y 1V se
comportaron en forma similar (4 y 44% para el
serotipo 1 y 4 y 42% para el 9 respectivamente).

En la etapa III, los serotipos predominantes
fueron: 1 (32%); 3 (24%) y 5 (20%);. En la etapa IV,
nuevamente aumentaron los serotipos 1 (44%); 3 (50%)
Y 9 (42%) y decrecieron los serotipos 5 (14%) y 7
(2%). El serotipo 2 no fue identificado en esta
granja (Cuadro 5).

En las etapas II y IV se localizaron los
principales puntos de infeccién de Actinobacillius
pleuropneumoniae (Figura 1), se aplicaron solo
medidas preventivas de profilaxis con la
autobacterina conteniendo los serotipos 1, 3, 5, y 7;
en estas etapas y se redujo la mortalidad al 9.5%

En el segunde muestreo estratificado se encontré
que en la etapa I el serotipo 5 (183%) prevalecié
sobre los otros, sin embargo, fue decreciendo hasta
la etapa IV, el serotipo 7 solo prevalecidé en esta
etapa, pero en bajo porcentaje; los serotipos 1 y 9

en todas las etapas se
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comportaron en forma similar ( 11, 8, 11 y 11 %) para
el "serotipo 1; 12, 7, 10 y 11 % para el serotipo 9.
En la etapa III, el serotipo predominante fue el 3
(8%); en la etapa IV, los resultados fueron similares
a los de la etapa III (Figura 2),. Se aplicaron las
medidas de medicacién en 1la lactancia y destete
medicado temprano y medidas de profilaxis en las
etapas I y II (vacunacién).

No se continuarén las medidas establecidas,
debido a la problematica econémica de la granja, y
nuevamente la mortalidad por Pleuroneumonia
Contagiosa Porcina aumento al 13.3%. Lo que fue
revelado con el tercer muestreo estratificado, ya que
se encontré que en la etapa I los serotipos 1 y 9 (9
Yy 7 % respectivamente} aungue disminuyeron en
porcentaje, estos p}evalecieron sobre los otros. El
serotipo 7 solo prevalecidé en la etapa I, y disminuyo
en las siguientes. En la etapa II,
aumentaron dréasticamente los serotipos 1 y 9 (33 y 32
% respectivamente), y aparece el serotipo 5
(14%) . En la etapa III, bajan nuevamente los
serotipos 1 y 9 (8 y 10 %) respectivamente pero
aumenta el S (18%), finalmente en la etapa IV todos
los serotipos disminuyen a menos del 10% (Ver Cuadro

7 y Gréfica 3).
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CUADRO 5 RESULTADOS DEL PRIMER MUESTREO SEROLOGICO
EN LAS CUATRO ETAPAS DE PRODUCCION
PREVALENCIA POR SEROTIPO
1 2 3 5 7 9
ETAPA
I 48 —-- - -—- 248 4%
II ——- -—— 56% -— ——— -
111 328 ---  24% 20% ——- e
v 448  -—- 50% 14% 2% 42%
CUADRO 6 RESULTADOS DE SEGUNDO MUESTREO SEROLOGICC
PREVALENCIA POR SEROTIPO
1 2 3 5 7 9
ETAPA
b 1% ---  --~  18% -—-  12%
Iz 8%  —-=  mmm - -—- 7%
III 113 --- 8% -— ---  10%
w 118 me= em- -—- -—-  11%




CUADRO - 7 ‘RESULTADOS DEL TERCER MUESTREO SEROLOGICO
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PREVALENCIA POR SEROTIPO

1 2

ETAPAS

I 9%  --- —— mme e 7%
1I 333 - -—-  14% ---  32%
11T 8% --- ---  18% ---  10%
. < 10% —— --= <10% =--- <10%
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5.0 DISCUSION

De acuerdo a los reportes en la literatura, para
que la enfermedad se presente, aparte de la presencia
de la bacteria en la granja, es necesario que ocurra
algun factor estresante en la granja, en este
sentido, en la granja, no se contrarestaban
adecuadamente los cambios de temperatura, no existia
contrel en el acceso a la granja, asi mismo 1la
granja carecia de tapete sanitario y adecuados
programas de vacunaciédn, razén por la cual Jla

presencia de la enfermedad se vio favorecida.

Mediante la serologfa del primer muestreo, se
llevo a cabo la identificacién de 1los serotipos
presentes en la granja lo cual fue de vital
importancia ya que esto permitié preparar las
autobacterinas con los serotipos especificos que
afectaban a esa piara. También se localizé el punto
de infeccién, lo que pernitié se implementaran
medidas para corregir el manejo (se atenuaron 1los
cambios de temperatura mediante el uso de cortinas,
se tuvo un mejor control en el acceso a la granja,
etc.) y se aplicaron las medidas preventivas de

inmunizacién y medicacién requeridas
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Con el segundo nuestreo se comprobd que 1las
medidas preventivas Y de tratamiento fueron
adecuadas, comprobando de esta manera que las
autobacterinas elaboradas fueron eficaces, ya que la
prevalencia de la enfermedad se redujo notablemente
ademds de que los titulos detectados se redujeron
notablemente, demostrando una de las principales
ventajas del PLEUROTEST, ya que al no detectar
anticuerpos vacunales, permitio observar la eficacia
de las medidas de control adoptadas.

El tercer muestreo revelo que la enfermedad
aparecié nuevamente, esto fue debido probablemente al
descuido en manejo de la granja producto de problemas

econbémicos de los propietarios.

Por otro lado en relacién a la prevalencia de
los serotipos en la granja encontramos que durante el
primer muestreo los serotipos i, 3, 5, 7 y 9 fueron
detectados, el serotipo 1 ha sido detectado en los
estados de Guanajuato, México, Jalisco, Michoacén,
Puebla Querétaro y Sonora, el serotipo 3 habia sido
reportado dnicamente en los estados de Jalisce y
Puebla; en tanto que el serotipo 5 se ha reportado en
los estados de Guanajuato, Jalisco, México,
Michoac&n, Puebla y Yucatan; el serotipo 7 solo
habia sido reportado en el estado de Michoacdn y el

serotipo 9 no habia sido reportado en el Pais,
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la presencia de todos estos serotipos nos lleva a
pensar gue hay una gran diseminacién de 1los
diferentes serotipos en el Pais debido quiza a las
importaciones de vientres para pie de cria; por parte
de los porzicultores y de las compafiias extranjeras
radicadas en México. Con respecto al serotipo 9 que
no habia sido detectado en ningGn estado de la
Repuiblica, es importante mencionar que existen
reacciones cruzadas entre el serotipo 1 y el serotipo
9 debido a su antigeno somatico (01), razén probable
por la que no habia sido reportado (25, 34).

En el segundo muestreo observamos que en general
la prevalencia de todos los serotipos disminuye
incluso el serotipo 7 ya no es detectado, esto fue
tal vez consecuencia directa de las medidas
preventivas y de tratamiento implantadas después del
primer muestreo.

En el tercer nuestreo, se observd un incremento
en todos los serotipos, excepto el serotipo 7 que no
es detectado, esto quiza resultado de la suspensién
de las medidas preventivas y de tratamiento que

habian sido implementadas.
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El PLEUROTEST resulté ser un método eficaz de
diagnéstico, gque ademas permitié diferenciar los
anticuerpos vacunales de los anticuerpos proaucidos
como respuesta a una infeccién, lo que representa una
gran ventaja con respecto a las o%tras pruehas
serolégicas como F.C., ELISA, H.A. (2,17,23,25,26,
33); Asi mismo el PLEUROTEST demostr6é ser un método
de diagnéstico valioso, auxiliar en el control de la
enfermedad ya que, como demuestran los resultados de
los dos primeros muestreos, que con el primer
nuestreo identificamos que las etapas de destete y
crecimiento son las mas criticas con respecto a 1la
presentacién de la enfermedad coincidiendo con 1los
reportes de la literatura (16).

Del mismo modo, el PLEUROTEST nos ayudd a
reconocer los serotipos mds comunes primero en la
granja, Yy después en cada una de las etapas
productivas en las que se divide la misma, lo que
podria conducir, a la elaboracién de una

autobacterina especifica para cada etapa.
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6.0 CONCLUSIONES.

El PLEUROTEST resulté eficiente en la
determinacién del punto de infeccibn de A.
pleuropnaumoniae, asi como para elaborar el perfil
serolégico de 1la granja, pudiendo identificar
mediante su uso los serotipos especificos presentes
en la misma. Permitiendo implementar las medidas de
prevencién y/o control apropiadas para la granja,
constituyendo asi una herramienta valicsa en el
control y erradicacién de la enfermedad.

sin embargo si estas medidas no son aplicadas
correctamente, o si al paso del tiempo estas son

olvidadas, la enfermedad podria surgir nuevamente.
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