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RESUMEN

La ia producids por Actinobacillus pleurop iae en Jos cerdos es un problema que
ocasiona grandes pérdidas econdmicas para los porcicultores por el gran nimero de animales que
se pierden en un brote ya que la mortalidad es alta, ademas de los altos costos de mantenimiento
de Jos animales que sobreviven a la infeccidn. Por tal razdn el establecer ia relacion entre ¢l agente
causal con la presencia de anticuerpos en los animales es de gran importancia para asi poder
implementar métodos de diagnéstico rapidos, confisbles y sencillos. Para conocer dicha relacién

1
4

se el aislamiento de los microorgani a partir de los 6rganos afectados y la deteccién
de anticuerpos en el suero de los animales por prucbas serologicas

Para éste trabajo se realizaron visitas semanales al rastro de Tlalnepantla con el fin de obtener
muestras de sangre y pulmon del mismo animal sacrificado y previamente se habia marcado con
un arete numerado para identificaclo. Se muestrearon 250 animales de los cuales se co}ectnron
198 muestras de sangre y pulmén, las 52 muestras restantes solo fueron de sangre ya que los
aretes se perdieron durante el proceso de sacrificio.

Los pulmones fueron clasificados en 4 grupos en base a las lesiones macroscopicas que
presentaron: Grupo I Consolidacion Fibrino-hemorrégica (CFH), Grupo I1. Consolidacién Gris-
rojiza (CGR); Grupo III. Sin Cambios Patoldgicos Aparentes (SCPA); Grupo 1V. No Definida
(ND). De los 198 pulmones colectados 70 (35.35%) presentaron lesidn CFH, 45 (22.72%) fueron
del tipo CGR, 51 (25.75%) SCPA y 32 (16.16%) no se pudieron clasificar (ND).

Los microorganismos que se aislaron de las muestras de pulmon fueron: Pasteurella multocida
agente responsable de la CGR, Actinobacillus pleurop iae biovariedad 1 y 2 de la CFH,

en la mayoria de los SCPA no se logro el aislamiento y en los de lesion ND se encontraron una

gran variedad de agentes entre los que podemos mencionar, Streptc sp, Staphyl sp,
Bacillus sp. entre otros.

Los sueros de las muestras de sangre se enfrentaron a los antigenos de Actinobacillus
pleuropneumoniae serotipos 1, 2, 3, 5, 7y 9 del kit PLEUROTEST obteniendo resultados
positivos al 1 y 9 principalments.
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GLOSARIO

Ap.biol = Actinobacillus pleurop foe biovariedad 1
Ap.bio2 = Acanobacillus pleuroy lae biovariedad 2
BHI = Infusion de Cerebro Corazén

CFH = Consolidacion Fibrino - HemorrAgica

CGR = Consolidacién Gris - Rojiza

cm® = Centimetro Ctibico

CO, = Dioxido de Carbono

DNA = Acido Desoxiribonucleico

ELISA = Ensayo de Inmunoabsorbente Ligado a Enzima.

FC = Fijacién de Complemento

IFA = Anticuerpos Fluorecentes Indirectos
IsA = Inmunoglobulina “A”

1gAl - I globuling “A” subclase |
1gG = Inmunoglobulina “G”

IgM = Inmunoglobulina “M"

Kd = Kilodaltones

LPs = Lipopolisacirido

LOS = Lipooligosacarido

ml = mililitro

2-Me-TA = Aglutinacién en Tubo con 2-mercapto-etano!
NAD = Nicotinamin Adenosin Dinucleotido
ND = No Definido

PCP = Pleuroneumonia Contagiosa Porcina
P.m. = Pasteurella multocida

PMN = Polimorfonucleares

SCPA = Sin Cambios Patoldgicos Aparentes

SPF = Libre de Patdgenos Especificos
UrC = Unidades Formadoras de Colonia



1. INTRODUCCION

1.1. GENERALIDADES

La Pleur ja Cc josa Porcina (PCP) es una enfermedad devastadora, la enfermedad

(-

puede variar desde un curso hiperagudo hasta el cronico, en donde fa lesion aguda caracteristica
es una neumonia hemorragica necrosante, asociada a una pleuritis fibrinosa, mientras que la lesion

cronica se distingue por un tejido pulmonar consolidado, infartado y encapsulado (87, 80).

(%) e

iosos de esta

La neumonia en ¢l cerdo representa uno de los mds graves pr P
Tipicamente entre el 30-60% de los cerdos dc abasto presentan alguna lesion neumonica (54). E!
costo de esta enfermedad para l2 industria porcina es alto, principalmente cuando la enfermedad
se presenta en forma cronica lo que ocasiona pérdidas econdmicas considerables por el retraso en
el crecimiento y una deficiente conversion alimenticia. Se ha demostrado que por cada 10% de
tejido pulmonar afectado, el cerdo sufre un retraso en el crecimiento (medido por su ganancia
diaria de peso) del 5% lo que provoca que el animal se retrase en salir al mercado un tiempo de 2

a 5 semanas. (96)

1.2. HISTORIA

En 1963, Olander (en California, EUA) aislé una bacteria de cerdos con problemas neuménicos,
la cual requeria para su crecimiento el factor V (nicotinamin adenosin dinucledtido: NAD) y
producia una marcada hemolisis en el agar sangre por lo que se le denominé Haemophilus
parahemolyticus (69).

Ese mismo afio Shope (en Argentina) investigd un brote de pleuroneumonia de tipo agudo en

philus pleuropne (93). D

cerdos v se denomino He ¢s de una serie de estudios a

i

estas bacterias se llego a la conclusion que ambas bacterias eran idénticas siendo mas aceptado el

200
(

nombre de H pleurop

En la actualidad en base a estudios de hibridizacion de DNA la bacteria Haemophilus

pleuropneumoniae se ha reubicado en el género de los Actinobacillus denominandosele

Ac bacillus pleuropne iae (79). Por otro lado, en base a los requerimicntos de NAD para



su crecimiento se han definido dos biovariedades, la biovariedad 1 que requiere este factor y la
biovariedad 2 que no lo requiere (89).

1.3, CARACTERISTICAS MORFOLOGICAS Y BIUQUIMICAS

A rvinnhact il

pleurop jiae es una bacteria del tracto respiratorio con una alta especificidad

8 su hospedero (el cerdo), es una bacteria pleomorfica que se observa generalmente como

pequefios bastones Gram negativos, capsulados, de aproximad 0.5 a 1.5 um de largo por

0.3 um de diametro, inmoviles, no esporulados, aerobios v anaerobios facultativos, crecen en
medios enriquecidos que contienen factor V (NAD), pero 1o requieren del factor X (hemina) (7,
42) Por su necesided del factor V crecen en la proximidad de colonias de Staphylococcus aurcus,
fenomeno que se conoce como crecimiento satélite o satelitismo. Fermenta la mayoria de los
carbohidratos, excepto sorbitol, ducitel y meso-inositol, no utitiza lo citratos, no produce #cido
sulfhidrico, ni indol, degrada la urea y fos nitratos, presenta reaccién dudosa a la catalasa y
oxidasa.

La existencia de varios serotipos de esta bacteria fue determinada por los estudios de aglutinacion
cruzada de Nicolet (60) el cual definié tres serotipos basindose en los antigenos de tipo
especificos asociados a la cépsula (labiles y resistentes al calor). Esta clasificacion fue ampliada
por Gunnarson (25) quien descubri6 los serotipos 4 y 5; y Nielsen (65) y Rosendal (84) quienes

tidad

propusieron la existencia de los serotipos 6 y 7 respecti Enla se reconocen

mundialmente 12 serotipos (67)
1.4, ORIGEN Y EFECTO DE LA NEUMONIA.

Entre los factores que predisponen a los problemas respiratorios se encuentran los cambios
bruscos de temperatura, matas condiciones de higiene, estrés debido al manejo y adquisicion de
nuevos animales. Algunos autores consideran que el factor mas importante es la densidad de la
poblacién animal (36,90) y otros estudios mucstran que ¢l mancjo y cf ambiente juegan un papel
importante en la incidencia y gravedad de las neumonias (36).



La neumonia causada por A bacillus plewrop ige ¢s una enfermedad importante que
produce un impacto econdémico significativo, teniendo como caracteristicas en su forma crénica,
Ia disminucidn de peso y una baja conversién alimenticia, lo que provoca mayor costo para los
porcicultores los animales que se mantienen vivos que los que mueren en forma aguda (36).

1.5, DISTRIBUCION GEOGRAFICA
La PCP esta ampliamente distribuida a nive! mundial, en Dinamarca se han encontrado casi todos

los serotipos de 4 bacillus pleuropne iae (1,2,3,4,5,6,8,9,10,11 y 12) prevaleciendo el
serotipo 2; en algunos otros paises como Argentina, Irlanda, Rumania, Taiwan y Venezuela han

identificado s61o un serotipo (1,8,5.5 y 7) respectivamente, mientras que en otros paises no se ha
reportado ningun serotipo (Cuadro 1).

En Meéxico a partir de 1976, se observaron violentas epizootias de neumonia en granjas porcicolas
del Bajio y del Estado de Tlaxcala. Estos casos se caracterizaron por la clevada morbilidad (80~
90%) y mortalidad (10-30%), que inicialmente afectd a los cerdos adultos y con el tiempo se fue

ctahlar;ond;

como una infeccion enzootica en los lechones (43). La enfermedad no respondi6 al

tratamiento con antibiéticos ni con inmunizantes comunes a base de pasteurelas, estreptococos,
" ias y sal 125 (6).
Debido a 1a severidad de los casos en nuestro pais, Pijoan y cols. (73) decidieron hacer un trabajo

cori

de investigacién sobre Ia etiologia de este problema. El estudio fue realizado en dos granjas
localizadas en e! Estado de Michoacin y Tlaxcala. Se sacrificaron 29 animales de edades entre 2 y

1

6 meses que pr signos avanzados de enfermedad respiratoria, 6 de la zona de Tlaxcala
(43) y 23 de La Piedad Michoacén. En 3 (50%) de los pulmones provenientes de Tlaxcalq ys

(21.7%) de La Piedad, se obtuvo crecimiento de colonias beta hemoliticas que fueron clasificadas

P
como He phylus par

Iyticus (pleurop iae).

Cipriin y cols.(3) en un estudio realizado en 1988 en pulmones neumdnicos provenientes de
rastro aislaron Achnobacillus pleur
10).

En otro trabajo realizado en ¢l mismo afio Diaz y cols.(10) reportaron la presencia de los
serotipos 1,2,3,4,5,6,7,8 y 9. La distribucidn de los serotipos en ¢l pais se muestra en el cuadro 2.

P iae encontrando que el serotipo predominante fué el
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CUADRO 1 - Relacién de los serotipos de Actinobacillus plewroy iae y los paises en los
que s¢ han reportado a nivel mundial. (s0)
TALS “SEROTIPO PREVALENTER | HEROTIFOS DOMONANTER " ROITRECIA
Asemann 13,4,%6,79.10 227 5388
Argaams [F:X] 1 (]
Australia 1,237 1 12
Beigics 236,789.11.LT 3 29, 30
Brazil 1.1,450T 3 n 7
Canadtd 1,21.36.78.10.12 [X] 4. 12
Chile LS 15 0
Checoaiov aqaia 12,7 F] (1]
Dinserséres 1,23.56,74,10.11,12 2 63
Espetta 1,2.3.4,56,7.8.9.10 4 16
Esados Unsdos 1.3,5.7,09 LS 13,22, 81, %0
Francia 33789 9 3%
Holands 12335738911 239,11 2
Huagria 121.56.7.10.11.12 1.2 172,32
balia 1234387 E) 44. 94
Irisods 3T 3 0
Japon. 1,2,5.6.7.89.12 12 838,19
Kored 1357 52 ml
México 1.2,3,4.5,6.7.6.9 1 310
Nocuega 2 2 14
Polonia 1,259 1 EL}
Suiza 234 2 26
Suecis 219 2 64
Reino Unido 123,5.6,2.8,10 1.5 FXT]
UT = Ko Tipidiowbion




CUADRO 2.- Distribucién de 4

inobacillus pleurop en los diferentes Estados de la
_ Repiiblica Mexicana. (4, 10)
ESTADO SEROTIPOS [DENTIFICADOS POR SEROTIPOS IDENTIFICADOS POR
AISLAMIENTO SEROLOGIA
Ouvanauso 1.4.59,(23) 1333579
Jatioo 123,589 123579
Nf¢xice 15.Q) 1233
Michoscin 1367893 13.579
Nuevo Letn 13) [X]
Pusbla 123,489 133
Quarttaro 1 LI
Soalos — [K]
Sopars 1 LS
Thaxcals 1 1
Yucsdn E) 1337
()= Serotipos heakifioucon recientemnent:




1.6. EPIDEMIOLOGIA

Actinobacillus plewropis iae es wransmitido por via respiratoria, los animales enfermos
cronicamente lo dispersan cuando son introducidos en piaras que no han tenido exposicién previa
y son los responsables de brotes severos con altos indices de mortalidad y morbilidad (61, 85, 87)
Después de que sucede un brote es frecuente descubrir que nuevos animales fueron adicionados o
que los ya existentes fucron movidos antes de Ia aparicion de los primeros signos del brote Lo
més frecuente es que se compran nuevos-animales, lo que implica un aumento de movimiento de
los mismos aumentando el grado de infeecion (87, 76, 89) .

Los brotes han sido asociados con estrés, sobrepoblacibnb, mala ventilacion y alta humedad. Los

portadores sanos han sido asociados con brotes que se presentan en piaras de ciclo cerrado (82).
1.7, MORBILIDAD Y MORTALIDAD

La evaluacion de la morbilidad y mortalidad de los brotes mexicanos, se han caracterizado por los
siguientes hechos:

a.- Varia segun la edad de los animales.

b.- Puede alcanzar en el lote afectado hasta el 80%, en tanto que la mortalidad, atn con Ia

s

acion de tr i puede ser hasta del 35 %.
c.- La mayoria de los brotes detectados han sido en animales de 30 a 50 kg. de peso.
d.- Ocasionalmente se difunde a animales adultos (43, 90).

1L.8. TRANSMISION

La tr ision de Actinobacillus plenropne ige se lleva a cabo fundamentalmente por
contacto directo, este modo de transmision se intensifica cuando:

a.- Se utilizan corrales o jaulas que permiten el contacto.

b.- Se 1 imales de diferentes grupos (89).

El brote sc presenta subitamente y sc detecta por la mueste de algunos cerdos en la granja.




El periddo de incubacién de la enfermedad es corto, experimentalmente de menos de 6 his.,
aunque en condiciones de campo varia entre 12 y 24 hrs (89).

1.9. PATOGENIA

g )

La patogenia exacta de Ac illus pleurop iae es ida, sin embargo, se ha

demostrado que se encuentran relacionados varios factores. Las investigaciones sugieren que la

endotéxina es la responsable de los cambios patoldgicos iniciales y que las citolisinas son

§ ,

citotdxicas para los macrofagos alveolares, posteriormente los s antig! icuerpo

destruyen el endotelio vascular causando vasculitis y trombosis. Estos dafios resultan en edema,
infarto, necrosis. exaltacion y hemorvagia que son caracteristicas de la PCP (11, 74, 87)
El tamafio del inoculo y el lugar donde se implante son también importantes en la patogenia de la

enfermedad ya que los aerosoles que contienen al microorganismo de tamafio pequefio penetran

mas profundo alc do niveles alv lo cual favorece la infeccién, cuando esto sucede los
macréfagos alveolares son destruidos por 1a endotoxina v la enfermedad se manifiesta. Por otro
lado se ha demostrado que solo 100 células de Actinobacillus pleuropnrumoniae son capaces de

causar lesiones severas en los animales susceptibles (74, 76, 86)
1.9.1, FACTORES DE PATOGENICIDAD
1.9.11. CAPSULA

La cdpsula es Ia responsable de 1a especificidad del serotipo, en el presente se reconocen doce
serotipos designados con nimeros arébigos del 1 al 12. Los estudios sobre antigenos empleados
para el diagnostico serolégico han demostrudo que la capsula es el mas adecuado para tal
propésito, debido a que la estructura quimica de ésta macromolécula es tinica en cada uno de los
serotipos, excepto en el serotipo 5 que se ha subdividido en seroptipos Sa y 5b (15).

Dentro de las propiedades biologicas de la cipsula se mencionan las siguientes: son inertes, no
tienen actividad téxica (como la reaccién de Schwartzman), tampoco tiene actividad pirogénica.



Sin embargo, so ha encontrado que mata al embrién de pollo, presenta actividad blastogéaica
linfocitaria, debido a la carga negativa que le confiere la cpsula hay a la fagocitosis
por neutréfilos (PMN), es opsonizado por los anticuetpos ¢ intedfiere con Ia actividad det
complemento hacia la membrana (15, 9).

Los anticuerpos genzrados contra la cépsula, solo protegen contra Ia muerte, pero no contra las
fesiones pul y a la infeccion cronica. La virulencia atribuida a la cipsula es variable entre

4 otinod,

los diferentes serotipos, y aunque es requerida para que illus pleurop iae sca

virulento, atin no se conoce por completo el papel patogénico de la capsula (57).

1.9.1.2, FIMBRIAS CITOADHERENTES

En México se han realizado una serie de trabajos que mostraron que cuando s¢ inocularon por

S bl harill

ion con A4 pleurop ine (en una cimara de aerosoles) & cerdos,
conejos, Tatones y cuyos, solo los cerdos se infectaron y muricron con indculos que variaron de 2
X 10" hasta 2 X 10’ unidades formadoras de colonias por mililitro (UFC/ml). Estas evidencias

muestran la alta especificidad de Actinobacillus pleuropne jae hacia ¢l cerdo, sugiriendo

probalemente, que ¢l cerdo posce receptores especificos hacia el factor de adherencia de esta
bacteria (62).
En otros estudios se han identificado en Acti

| .T)

pleuropne estr i

a fimbrias o pilis citoadherentes, denominados adhesinas. Sin embargo, no se han encontrado

1 A

estos dices extr. lares en A illus pleuropne iae cultivados in vitro y al

parecer estos apendices la bacteria solo los expresa en el cerdo. Se han identificado estas
estructuras mediante microscopia electronica y estudios de patogenicidad en cerdos libres de

5

patogenos especificos (SPF), en donde se¢ muestra que 4 illus pleurop jae tiene y
presenta factores de adherencia o pilis citoadherentes en cerdo, estos pilis solo se mantienen en
los primeros pases de la bacteria en medios de cultivo in vitro (45).

Garibay y cols, en 1993 (20) encontraron fimbrias de un didmetro de hasta 2 nm, no obstante que

también encontraron otras fimbrias de 2 a 7 nm de didmetro, lo cual sugiere que Actinobacillus

Ppleurop jae esta exp do dos clases de estructuras fimbriales que ya se habian
encontrado en Escherichia coli, una “rigida" que tiene un didmetro de 2 a 5 nm y que esta



involucrada en la conjugacion y Ia otra "flexible” con dikmetro de hasta 2 am, involucrads
ea la adherencia, al igual que en ¢ estudio anterior estas estructuras se fueron
perdiendo en los pases subsecuentes.

1.9.1.3. LIPOPOLISACARIDO (LPS)

Las bacterias Gram negativas se caracterizan por preseniar una membrana externs, que

almente ¢s idéntica a la membrana celular o intema, sdlo que en la membrana externa o

5

envoltura celular se encuentra ¢nclavado el LPS. En 4 illus pleurop jae se
encuentra un antigeno somético denominado "O", situacién que no ocurre con las bacterias del
género Haemaphilus, por lo que el término de LPS no se aplica, pero si el de lipooligosacarido
{LOS) (22).

La estructura del antigeno "O" es variable entre los diferentes serotipos de Actinodacillus
Dpleuropneumoniae y se componen principalemnte de glucoss, galactosa. ramnosa, aziicares
aminados como la N-acetilglucosamina y la N-acetilgal ina (15,45). El antigeno "0O" es el

responsable de Ias reacciones cruzadas entre los serotipos 1,9 y 11 porque comparten ef mismo
antigeno "0:1%, ¢l serotipo 2 el antigeno somatico "0:2"; con respecto a los serotipos 36,y 8
estos comparten el mismo antigenv "0:3"; lo mismo sucede con el serotipo 4 que cruza conel 7
porque comparten ¢l antigeno "0.4", en el caso del serotipo 5 (5a y 5b), este posee el antigeno
"0:5"; mientras que el serotipo 10 posee el antigeno "0:6" y el seroptipo 12 el "0:7" (Cuadro 3.

Las propiedades bioldgicas del LPS se resumen en las siguientes actividades: tiene la actividad
biologica clasica de una endotoxina de los Gram negativos, el LPS de Actinobacillus
pleuropneumoniae gelifica a los amebocitos del género Limulus, cuando se inocula por via
intradérmica se produce una reaccién de Schwartzman, tambien el LPS actua como un pirégeno.

EI LPS de los diferentes serotipos de Actinobacillus pleurop lae induce una infiltracion

de células inf) fas do se i la a ratones y cerdos por via respiratoria, observandose
una neumnonfa intersticial multifocal y no [a neumonia fibrinohemorrigica necrética clisica de la
PCP (4).



1.9.1.4. PROTEINAS DE MEMBRANA EXTERNA

El perfil de las proteinas localizadas en Ja membrana externa se ha estudiado en todos los
serotipos de Actinobacillus pleurof lae, basindose en la movilidad electroforética de estas

proteinas, la migracién ocurrio de la siguiente manera: en las regiones de 39 a 44 kilodaltones
(Kd); de 16 a 16.5 Kd y en lu region de 29 Kd correspondiente a una proteina modificable por
calor, por lo que se han identificado 7 patrones en nueve serotipos probados (21).

Las proteinas de la membrana extena de los serotipos 1 y 9 fueron idénticas (estos serotipos
presentan reaccion cruzada pur sus antigenos somaticos), asi como los serotipos 2 y 6 (estos

serotipos no cruzan por sus antigenos capsulares), los ipos 3,4,5,7 y 8 presentan perfiles

)

diferentes (estos serotipos solo cruzan por sus antigenos sométicos de la siguiente manera: ¢l 3
conel 8, el 4 con ¢l 7y el 5 no cruza con los demas) (15).

1.9.1.5. EXOTOXINAS

En los sobrenadantes de los cultivos de Actinobacillus pleur se ha encontrado

/K

actividad toxica sobre diferentes células, tales como linfocitos, macrofagos alveolares y
principalmente, contra eritrocitos, esta actividad funcional ha determinado que a esos factores
toxicos se les denominen "hemolisinas” o "citolisinas”. (58, 62)

Las toxinas que libera A bacillus pleuroy iae se han clasifcado en la familia de toxinas
denomonadas RTx (Repeat of Toxin) y las producidas particularmente por este microorganismo
P iae Rix) (4).

Se han identificado tres distintos tipos de citolisinas en Actinobacillus pleuropne
citolisina I {antes Clyl, hoy Apxl), citolisina II (antes Clyll, hoy Apxll), citolisina III (antes
ClylIlI, hoy ApxIII). Se ha encontrado que la citolisina I la producen los serotipos 1,5,9,10, y 11;

sa han designado como Apx ( Actinobacillus pleur

la citolisina [I es excretada por todos los serotipos excepto el 10 y la citolisina HI solo Ia
producen los serotipos 2,3,4,6 y 8 (18, 33).

Estas hemolisinas no muestran  diferenciss  antigénicas  entre  serotipos, aunque son
antigénicamente diferentes entre ellas. La actividad hemolitica de esta proteina es probablemente
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CUADRO 3 - Antigenos sométicos encc
serotipos que los contienen. (1)

en Actinobacillus pleuropneumoruae y los
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Ia responsable de las lesiones iniciales de la PCP, caracterizadas por ser hemorrigicas y necréticas

1.9.1.6. PROTEASAS

El papel de las pr tadas por Actinobacillus plewrop ize como un factor de
patogenicidad ha sido poco estudiada. Kilian (34) d o la p! ia de p capaces de
romper {a inmunoglobulina 1gA en un trabajo en ¢l cual estudio 37 cepas de Haemophilus,
encontrando que s6lo las cepas de Haemophilus infl y de Haemophilus aegypius son
capaces de producir la proteasa capaz de romper a la IgA. Dos cepas de Haemophilus
p de degradar Ia IgA1 secretoria porcins, pero

(A baciilus) pleurop fueron

no degradaban la IzA secretoria humana.

Los factores de patogenicidad de Acrinobacillus pleuror iae se t en el Cuadro 4.
1.10. SIGNOS CLINICOS

La muerte sbita sin signos clinicos o lesiones externas ¢s comun en los casos hiperagudos en las
infecciones por Actinobacillus pleuroprieumoniae, la muerte sibita ocurre generalmente en
cerdos en buenas condiciones. Si los signos clinicos se observan estos incluyen fiebre alta, apatia,
anorexia y un estrés respiratorio severo, diarrea acuosa, vomito y epitaxis puede ocurir,
especialmente como fase terminal o subterminal (61, 87, 11,) .

Los signos clinicos de la fase aguda son respiracién por el hocico, disnea, tos, depresion, fiebre y
anorexia. Una alta montalidad es comtn y una morbilidad también es alta en los cerdos que no
han tenido exposicién previa al Actinobacillus pleuropneumomae y las infecciones se vuelven
enzooticas en los animales que se recuperan de la fase aguda (61, 85, 87).

Los signos clinicos de la fase subaguda o crénica de la enfermedad no son especificos: los cerdos

4

pueden tener poca fiebre o no presentarla, disminuye su apetito, disminuye su g ia de peso 'y

rara vez mueren. Las infecci beli son resultando en una baja conversién
alimenticia, bajn 1a tasa de crecimiento, retarda su comercislizacion e incrementa los costos de
produccién (61,1).
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CUADRGO 4 .- Factores de patogenicidad iados con Actinobacillus pleurop iae.(s9)
prr—————
ESTRUCTURA CELULAR O FORCION COMPOSICION ““REFERENCIA
MOLECULAR
Fumbris Adbesicn Protsinas EE)
Cipaula Evacién de [s fagocilosis Polisaschsido 24
Hemolisines o ckolisines Lisks de eritrocitos Prototas 68
Protednas de manbyaos extoms Choque endotéxico
Lipapolisacirido S
Recapioros Captadce de Barro Proteloss 0
Proteasas Degradacitn de IgA Protoinas 2836

FALLA DE ORIGEN
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1a inspeccién en rastro de las piaras con infecciones subclinicas revelan un alto decomiso de las
y una alta incidencia de lesi cronicas pulmonares y pleuritis cronica.

Manifestaciones no respiratorias de dctinodacilius plewropneumomae son reportadas pero oo son

comunes, estas incluyen abortos en el tercer trimesire y parélisis causada por abscesos pleurales

comprimiendo el canal vertcbral y comprimiendo la méduta espinal (91, 1, 97, 85).

1,10.1, LESIONES A LA NECROPSIA

Lesiones caracteristicas postmortem de A bacillus pleuropne lae en los cerdos son
encontradas en el tracto respiratorio y en la cavidad tordcica. Las cavidades pleural y pericardial
pueden contener hasta 2 litros de liquido serosanguinolento y exudado fibrinoso amarillento. Las
lesi pul 3 general son bilaterales y difundidas a través del pulmon. Los l6bulos
apical, cardiaco y el aspecto cianiodorsal del lobulo diafragmitico generalmente estin
involucrados (61, 91, 39, 92) .

En un estudio donde los cerdos fueron infectados con un aerosol de Actinobacillus

pleuropnewmoniae loe I6bulos diafragmaticos fueron mas severamente afectados que los otros.

En los casos agudos de Acunvbacillus plenrop jae las lesi son hemorrégicas,
fibrinosas y necroticas. Una acumulacion de fibrina, edema y hemorragia son encontrados en los
espacios pleurales y subpleurales. Los Iobulos afectados estdn edematosos generalizados con
dreas rojo obscuro de consolidacion (92).

1o infe A

Pleuritis, necrosis y adherencias son caracteristicas en los ani )5 croni Las

lesiones pulmonares son obscuras, menos rojizas, firmes, mas necréticas que las lesiones en los
animales infectados agudamente y estan bien delimitadas por tejido conectivo, aumento de
volumen y edema de los nbdulos submandibulares, bronquiales, cervicales, mediastinicos y
pulmonares son las lesiones comunes postmortem. La triquea y bronquios estan llenos de
espuma, liquido sanguinolento y fibrina (61, 91, 86,1 ).



1.10.2. LESIONES MICROSCOPICAS

Las lesiones microscopicas de los pulmones infectados en forma aguda con Actinobacillus
pleuropneumoniae  son lesiones tipicas de una pleuronuemonia aguds, necrotizante y
fibrinohemorragica. Los capilares alveolares estan dilatados y llenos de eritrocitos, trombocitos y

ocasionalmente trombos de fibrina. Las paredes lares y el canal lar pul estdn
necrotizados y estin asociados con edema inflamatorio, exudado serofibrinoso y células
mononucleares (11, 1) ]

El septo interlobular y los bronqueolos presentan infiltracion con macrofagos, linfocitos, edema,
fibrina y sangre. L.os alvéolos contienen sangre, edema, fluido con alto contenido de proteinas y
células  epilteliales alveolares exfoliativas, El parénquima pulmonar esta congestionado con

infiltracion y exudacion de células mononucleares. Hay peq
con isquemia de ambos lobulos (91, 80, 66, 37).

areas de necrosis coaglutinante

1.11. DIAGNOSTICO

1.11.1. DIAGNOSTICO DIFERENCIAL.

Los casos hiperagudos de Actinobacillus pleurop iae deben ser diferenciados de otros
casos de muerte repentina de cerdos jovenes en buenas diciones, esto incluye el
por sal, deficiencia de vitamina E/seleni infecciones por Haemophil

parasuis, sindrome de estrés porcino, ulceracion gastrica, sindrome hemorrégico intestinal,
torcién intestinal y salmonelosis sistémica. Todas estas condiciones excepto la respiratoria de

Haemophilus parasuis son facil difcrenciables de Actinobacillus pleurop iae por las
Iesiones macroscopicas a Ia necropsia (62, 63).

Generalmente Haemophilus parasuis afecta otros sistemas causando artritis, pericarditis v
meningitis. Los signos y la historia clinica junto con los resultados de la bacteriologia y la
histopatologia son itiles para la elaboracién del diagnéstico diferenciat.



Los casos agudos de Actinobacillus pleurop jae tiencn una histori clxmcayluleuones

macroscOpicas patoldgicas son sugestivas si no son “‘patogn icas”. Un d
puede ser tlaborado ¢ iniciar un tratamiento basado en las lesiones macroscépicas y la historia.

El aislamiento bacteriolégico y fa identificacion son jos para confirmar el diagndstico (23,
75).
Los casos agud bagudos o cronicos pueden ser diferenciados de otras causas de disnea,

estrés respiratorio, tos y retraso en el desarrollo en los cerdos en eupa de crecimiento y

finalizacién. Otros agentes o causas que pueden ocasionar d it pueden ser:
Pasteurella ltocida, Mycopl hyop ite, Sal lla choleraes:i~  Bordetella
bronchiseptica, Strep us sp, enfermedad de Aujeskiy Haemophilus parasuls, Mycople

hyorhinis, influenza porcina, Ascaris suun y especies de Metastrongylus, pero no son los inicos.
Usando los métodos de diagndstico descritos anteriormente se puede - renciar las infecciones
de Actinobocillus pleurop iac de las mencionadas (62, 63).

1.11.2, METODOS DE DIAGNOSTICO PARA LA PCP.

El diagnéstico definitivo de la PCP debe ser oportuno y rapido siendo esencial identificar los
diferentes serotipos prevalentes en el pais, para elaborar asi los biologicos adecuados para el
diagnostico y la inmunizacién de los animales.
Para el diagnostico de la PCP <~ emplean cuatro métodos:

1) Observacion de los signos clinicos en el cerdo y en los de la zahurda,

2) Observacién de las lesiones a la necropsia de los animales muertos de casos agudos o
durante la inspeccion en los centros de abasto de los casos cronicos

A

3) Aislamiento y tipificacién del Acti itlus pleurop iae de los pulmones de los

cerdos con problemas agudos o bien crénicos.

4) Diagnéstico serologico que se lleva a cabo en los cerdos vivos de las granjas.
El primer método no es confiable ya que solo los signos clinicos se presentan en cursos agudos de
1a enfermedad, mientras que de casos crénicos pasa inadvertida (4).

Para el estudi logico se requiere de los servicios de un médi ipario esp en

3 &

patologia (4).
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El aislamiento y tipificacién del microorganismo tarda de 48 a 72 horas, ademis do que pana
hiacerio es necesario contar con un laboratorio de bactesiologia y de personal calificado (23, 27).

El método seroldgico es ¢l mis adecuado ya que se puode realizar en los animeles vivos coa o sin
signos clinicos, no requiere del sacrificio de los cerdos y es més répido. Este método se basaen la
deteccion de anticuerpos en los cerdos con ¢l fin de determinar ¢l "szatus inmune® de la granja y

diferenciar aquellos cerdos que fueron dos de los infectados (4, 83).
Para el diagnostico serologico de la PCP se cuenta con las siguientes prucbas:

a) Aglutinacién- Aghtinacién con  particulas de latex, aglutinacién en tubo con
2-mercaptoetanol, hemoaglutinacién indirecta (48, 24).

b) Fijacion de complernento (57).

¢) Prueba de ELISA (62).
En algunos paises, ¢l diagndstico de la PCP se lleva o se llevo a cabo mediante los cuatro
métodos. Para establecer las medidas de control y erradicacion de la enfermedad utilizan ef
diagndstico seroldgico.

1.11.3. PRUEBAS SEROLOGICAS

En general las prucbas serolégicas no son de gran utitidad cuando se presentan los brotes agudos
por Actinobacillus pleurop jae pero son de gran ayuda para los estudios epidemioldgicos.
Los titulos de anticuerpos de Actinobacillus pleurop iae disminuyen ripidamente, de tal
manera que titulos positivos indican una infeccién actual o una reciente. La severidad de las

-

la persi ia de los

lesiones y l1a prevalencia de las lesiones crénicas puede
lus pleur iae (89, 78, 56)

Y

2

Pos contra Acti

1.11.3.1. PRUEBA DE FIJACION DEL COMPLEMENTO (FC).

La prueba de fijacién del complemento es la prucba méas empleads para el diagnéstico serolégico

de las infecciones por.Actinobacillus pleur ise  d do en esta prueba los

anticuerpos del tipo IgG, ya que los anticuerpos del tipo IgM son inactivados previamente por el
calentamicato a 60 °C. Los sueros de los animales que presenten un porcentaie de hem6lisis




naayor al 30% se considerarin negativos y los que tengan una hemélisis menor al 30% se
consideran positivos a Ia infe por Acti iae (40)

Esta pruebs presenta algutios problemas técnicos como son: no diferencla & los animales
vacunados de los que presentan la infeccion y se pueden presentar falsos positivos o negativos por
1a actividad anticomplementaria o procomplementaria que posee el suero de cerdo. Es una prueba
demasiado complicada que ocupa muchos controles, ademis de que el suero no debe 2star
hemolisado y por lo tanto Ia toma de muestra sanguinea del cerdo deberd ser la adecuada (57).

(9 N

illus pleurop

1.11.3.2, PRUEBA DE ENZIMA LIGADA A INMUNOABSORBENTE (ELISA).

Para esta prueba se han desarrollado varias técnicas de obtencion del antigeno que se emplea para
1a prucba pero por ninguna de ellas ha podido eliminar las reacciones cruzadas que se presentan

entre los serotipos presentes en Actinobacillus pleurop ni con Actinobacillus suis. Esta
prucba detecta anticuerpos de la clase IgG por miedio de un anticuerpo anti-IgG marcado con una

la cual gener es fosfe alcalina o peroxidasa. La interpretacion se reliza
marcando un valor de "corte® de densidad optica siendo este valor ¢! limite de diferenciscion catre
les infectados y los animales sospechosos (62, 100). )

1.11.3.3, PRUEBAS DE AGLUTINACION

Las prucbas de aglutinacion han sido de las mAs empleadas para la serotipificacion de

Actinobacillus pleurop . La interpetacion de estas pruebas se realiza de la siguiente
manera (24):
a) Son positivos los sueros de los animales que pr Iquier grado de aglutinacion y

b) Son negativos aquellos que no muestren aglutinacion.

1.11.3.3,1 AGLUTINACION EN TUBO

Detecta la presencia de anticuerpos de la clase IgM ¢ IgG. Para esta prucba se realizan diluciones
desde 1:10 hasta 1:640, La interpretacién de esta prueba puede ser graduada empleando cruces,
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dependiendo del tamafio de los fldculos que se formen, de + a 4+. El titulo se determina como la
mixima ditucién def suero que da una reaccion de 2+, Los sueros que tienen un titulo de 1:10 o
mayor son considerados positivos (48).

1.11.3.3.2. AGLUTINACION EN TUBO CON 2 MERCAPTOEYANOL (2-ME-TA).

Detecta los anticuerpos de la clase IgG debido a que este compuesto tiene la particularidad de
_romper los enlaces disulfuro que forman la cadena pentamérica de la IgM inactivindola. Esta
prueba pude d los anticuerpos de los animales infectados, en un tiempo més corto despi

de [a infeccion que la prueba de fijacion de complemento, ya que Ia prueba de 2-ME-TA puede
detectar un 80% de los animales infectados a las 3 semanas post infeccion mientras que la prueba
de FC detecia solo ef 33% (48).

1.11.3.3.3. PRUEBA DE AGLUTINACION CON PARTICULAS DE LATEX.

Esta es una prueba en la cual el antigena (proteina o polisacarido) son adsorbidos sobre pasticulas
de litex, ia prueba detecta anticuerpos de la clase IgM e IgG vy titulos de 1.8 o mayores son
considerados positivos a la infeccién.

1.11.3.3.4. PRUEBA DE LA NEUTRALIZACION DE LA HEMOLISINA

Se ha descrito una prucba de neutralizaciéon de la hemolisina, usando sobrenadante de

Actinobacillus pleur

P como fuente de hemolisina. Esta pruecba ha mostrado varias

ventajas sobre las pruebas convencionales como serian: no son serotipo especificas, permiten
diferenciar entre los animales dos de los no dos y tiene buena seasibilidad (4).

La prueba 2-ME-TA y ELISA han sido prop como prucbas seroldgicas para Actinobacillus
Ppleurop jae y soD p d para uso de rutina. Ambas pruebas 2-ME-TA o ELISA
son altamente especificas y mas sensibles que la prueba de FC. La prueba de ELISA es ficilmente




automatizable, ademas de ser mAs econémica y requiere menos tiempo que [a prueba de FC. Una
d taja de estas pruebas, es que se presentan reacciones cruzadas entre serotipos, pero esto no

interfiere con su utilidad como prueba rapida de tamiz. Uns mayor sensibilidad se puede obtener

. A

por e empleo de antig: de cepas poliespecificas para propésitos de tamizar y determinar la

pr ia de Actinobacillus pleurop iae en una piara. Si se obtienen resultados positivos

con el antigeno poliespecifico, se p antigenos monoespecificos para serotipificar
an.

Otras prucbas que también han sido usadas para Ia serotipificacion de Actinobacillus

pleuropne incluy la prueba de precipitacion en anillo (31), la

Tt} o9y

contrainmunoelectroforesis (71), coagl (47, 49) y la prueba indirecta de anticuerpos

fluorescentes (IFA) La prueba de IFA es ripida porque se realiza directamente sobre el tejido
pulnionar y el cultivo no es requerido. Pricticamente en el campo pueden realizarse preparaciones
fijadas y enviarse a un laboratorio de diagnostico para las pruebas de serotipificacion (82).

La serotipificacion es importante porque Ia virulencia varia entre serotipos y las vacunas no
proporcionan proteccion cruzada entre serotipos (31). En términos generales el conocer ¢l
serotipo especifico involucrado, ayuda a establecer los programas de vacunscién, ademis, la

d

serotipificacion también facilita los estudios ep iologicos de tr ision y distribucion de los

organismos.

1.12. SITUACION DEL DIAGNOSTICO DE LA PCP EN MEXICO.

En México, a partir del primer aislamiento de ¢ agente responsable de la PCP en 1978

(Actinobacill

(. pleurap iae), se ha reportado que en los cerdos que llegan a los

mataderos o rastros, ¢l 2.7 % de los pulmones observados presentan lesiones pleuroneuménicas

1

producidas por Acii
y es el predominante en ¢l pais. El diagnostico de la PCP en México, se limita solo a eso al

horrills

pleurop iae serotipo 1, este serotipo es altamente patogeno

diagndstico y no a la del "status i " de ta granja y prevencion de ia enfermedad,

En México para la identificacion de la PCP se emplean el diagnéstico clinico, el patologico y ef
bacteriolégico. El diagnostico seroldgico que es util pera el control y erradicacion de la



1

enfermedad no s¢ lleva a cabo, debido principalmente a 1a falta de costosa infraestructura como

son laboratorios equipados y recursos humanos capacitados (4).

L.13. PLEUROTEST

La problematica acerca de la PCP expuesta anteriormente, motivé a Cipridn y cols. a desarrollar
un paquete tecnoldgico con el fin de elaborar a nivel industrial equipos de diagnéstico
serolégico para la PCP, empleando tecnologia sencilla y de bajo costo. Con la utilizacion de éstos
equpios se podra conocer el "status inmune" de la granja respecto a la enfermedad y poder asi
establecer las medidas de control necesarias. El equipo de diagndstico fué denominado
PLEUROTEST. (Proyecto ganador del premio CANIFARMA, seccion veterinaria 1989).

PLEUROTEST es una prueba de aglutinacion en placa disefiada para la identificacion directa de
los anticuerpos capsulares de Actinobacillus pleuropneumoniae contenidos en el suero del cerdo
de cualquier edad mediante un simple ensayo de aglutinacién en placa que se realiza en unos

minutos.

1.13.1. EXPLICACION DE LA PRUEBA

Los cerdos cuando se infectan con Actinobacillus pleuropneumoniae desarrollan la PCP, estos

animales mueren o llegan a recuperarse. En los pulmones de los cerdos que {legan a sobrvivir

perduran las lesiones cronicas o " ros” que per durante toda la vida del animal y se

consideran estos como portadores asintomaticos. Si un cerdo sufre de 1a PCP y es un portador

atico produce anticuerpos propios de la enfermedad. Por el contrario, si un cerdo es

vacunado contra la PCP y no ha estado en contacto con Actinobacillus pleuropneumoniae
desarrolla una clase de anticuerpos propios de la vacunacion.

PLEUROTEST esta disefiado para diagnéstico in vitro, ofrece !a unica oportunidad de distinguir
directamente en las  granjas porcicolas, si un cerdo ha sido infectado con  Actinobacillus
Ppleuropneumoniae de campo y por lo tanto es portador de 1a PCP o si €l cerdo esta sano, esté o
no vacunado contra la PCP, ademés no requiere de personal calificado para la interpretacion de

los resultados.
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1.13.2. PRINCIPIOS DEL PROCEDIMIENTO

La prueba de PLEUROTEST se basa en el principio de aglutinacién directs. El suero de cerdo a

) 7

evaluar es mezclado con el reactivo que contiene células p de 4 illus

pleuropneumornae teido.
En el caso de un cerdo infectado con PCP el suero contiene anticuerpos especificos que

I

reaccionan con los antigenos presentes en el reactivo, produci una aglutinacion caracterizada

por la aparicion de grumos en la mezcla, indicando un resultado positivo.

En un cerdo sano el suero normalmente no contiene anticuerpos contra Actinobacillus
pleuropneumoiiae, si se tratard de un cerdo vacunado contra {a PCP el suero contiene
anticuerpos especificos contra el inmundgeno que no reaccionan con el antigeno empleado para la
elaboracién del PLEUROTEST, de tal forma que la aglutinacién no se produce y no se observan
grumos indicando resultado negativo.

La prucba de PLEUROTEST se efectua en un maximo de 10 mi y podra ser realizada por

personal sin conocimientos técnicos.




2, OBJETIVOS:

2.1 .- Establecer la correlacion entre 1a presencia de lesiones a nivel pul con la exi ia de

anticuerpos presentes en suero por el método de aglutinacion en placa.

2.2.- Emplear ¢! paquete de diagnostico denominado PLEUROTEST* para detectar anticuerpos

bersl
]

contra los serotipos 1,2,3,5, 7y 9de 4 tllus pleuroy
{*MARCA REGISTRADA )




3. MATERIALES Y METODOS.

3.1. MUESTREOS.

3.1.1. LUGAR DE MUESTREO,

Se realizaron visitas semanales al rastro de Tlalnepantla en un periodo comprendido de Enero a
Marzo de 1995,

3.1.2. MARCAJE DE LOS ANIMALES,

A los animales se les coloco un arete numerado para idenuficarlos a lo largo de la linea de

matanza.

3.1.3. RECOLECCION DE LAS MUESTRAS.

Al momento del sacrificio se colectd una muesira de sangre Los animales fueron seguidos por la
finea de matanza, se tomo una muestra de pulmon al momento de la evisceracion, ambas
muestras, sangre y pulmon, fueron identificadas con el nimero del arete que se le habia colocado
al cerdo. Las muestras fueron trasladadas al Laboratorio de Virologia de la Coordinacion de
Estudios de Posgrado donde fueron procesadas

3.2, PROCESAMIENTO DE LAS MUESTRAS.
3.2.1. SUEROS..
La muestra de sangre se dejo coagular, se centrifugo a 3000 rpm por 15 min. para obtener y

separar la mayor cantidad de suero posible, los sueros se¢  envasaron en viales de 5 ml de

capacidad almacenéndose a -70 °C para realizar posteriormente las pruebas seroldgicas.



3.2.2. PULMONES.

Las muestras de los pulmones se clasificaron cn cutro grupos en base a las lesiones
macroscopicas que presentacon, lesiones que comunmente se presentan en las neumonias de los

cerdos; los grupos se definieron como sigue:

Grupo L.- Consolidacion Fibrino-Hemorragica (CFH)
Grupo 11.- Consolidacion Gris Rojiza (CGR)

Grupo 11l - Sin Cambios Patoldgicos Aparentes (SCPA)
Grupo 1V.- No Definido (ND)

3.2.3. AISLAMIENTOS.

Los pulmones ya clasificados (con lesion o sin lesidén) se procesaron de la misma forma. Se realizé
un corte (previa esterilizacion de la superficie pulmonar con una espatula al rojo vivo) de
aproximadamente 1 cm® sembrandose por la técnica de inipronta en agar infusion de cerebro
corazon (BHI) suplementado con 5% de sangre de bovino. Las cajas se incubaron a 37 °C por 24
hrs. en atmosfera que contenia 5% de CO,, ademas se empled una cepa de Staphylococcocus
aureus como fuente de NAD para el aislamiento de Actinobacillus pleuropneumomae. Las
colonias sospechosas de Actinobacillus se resembraron en agar BHI suplememado con extracto
de levadura fresca para su posterior identificacién por pruebas bioquimicas y las sospechosas de

Pasteurella multocida sc purificaron en medio de agar soya tripticaseina. Las pruebas bioquimicas

que se emplearon para la identificacion de Actinobacillus pleurop jac 'y Pasteurella
multocida se enlistan en los Cuadros 5y 6.

3.2.4. SEROLOGIA.
Para realizar las pruchas serolégicas los sueros se descongelaron a temperatura ambiente y se

enfrentaron a los antigenos de Actinobacillus pleuroy iae de los serotipos 1, 2,3,5, 7y 9
de PLEUROTEST*. El desarrollo de 1a prueba se realizo colocando una gota (0.03 ml) de suero,




%

con una gota (0.03 ml) de antigeno sobre placas de uglutinacion y se homogenizd con la ayuda de
un palillo de madera; Ia placa se tomd por las esquinas y se agito sua con movimientas
ondulatorios por 4 minutos después de los cuales se realizd la lectura siendo positivo cualquier
grado de aglutinacion. La reaccion de aglutinacidn es estable pero se recomienda que la lectura se
realice en los dos minutos siguientes después de finalizada la prueba.




CUADRO $ - Caracteristicas bioqui de A bacillus pleurop 4

PALEBA “RESULTADG
Sasekticams cou epe aodiia T
Depesdoacs & NAD Pokno
Dependeaca s iloine Neguive
Feadamas de CAMP Ponive
Readlnw Poukno
Toaloss Tadons
“rdas Trdos
Tree 20
oo Poitho

Reido b patrw de sarboidenion
Ghecoa Fowane
Mo Powano
Naskol Posknw
Frocteons Pasano
Sorwriof Nepino
\ahosa Peattno
Dukrol Neging
Nevo-waitol Sepino
Foafucsaa Aketma® Fovkho
S

Telthadnco Neguny
Tadat Neqano
Motibdad Negano
Crasto® Negstnn

* Supleracatado cou extracta de hevadurs froncs.
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CUADRQ 6 - Caracteristicas bioquimicas de Pasteurella multocida )

"~ FACEDA RESCLTADO
Cotalans Poritren
Oxidasa Posktho
‘Henobai Negino
Crecimicaia €3 g MacC oukry Nowiho
‘Tadol Fouaho
Urea Neguivo
"Ac\do 8 pazrie e Carbohidraon:
Ghacoss Potkho
Lectosa Neguno
Manttol Varable
Secawona Posho
Kilows Veribly
Naboss Nepaino
Citreios Negine
Nanator Povkive.
(2 Neguiho
Oruzias Posaivo
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4. RESULTADOS

4.1. MUESTREOS

Se muestrearon 250 animales de los cuales se colectaron 198 muestras de pulmén y suero, de los
52 animales restantes solo se colectaron las muestras de suero debido a que durante el proceso de
matanza los aretes que se les colocaron se perdian o los trabajadores del rastro los quitaban y no
se pudo identificar a los animales de los cuales se habia tomado la muestra; dichos sueros no se
consideraron para el presente estudio.

De los 198 pulmones colectados 70 (35.35%) presentaron lesion del tipo CFH, 45 (22.72%) del
tipo CGR, 51 (25.75%) SCPA 'y 32 (16.16%%) no se pudieron clasificar (Cuadro 7).

4.2, AISLAMIENTOS

De los 198 pulmones colectados se aislaron un total de 33 (16.6%) cepas de Puasteurella
multocida correspondiendo 25 (12.6%) a los que presentaron lesion del tipo CGR y 8 (4 0%) a
tos del tipo CFH.

Se aislaron 53 (26.7%%) cepas de Actinohacillus pleuropneuniomae biovariedad 1 corespondiendo
8 (4.0%) a la lesion CGR, 41 (20.7%) a la CFH y 4 (2.0%°%) a SCPA. De Actinobacillus
plenropneumoniae biovariedad 2 se aislaron 27 (15.16%) cepas siendo 4 (2.0%) de CGR, 7
(8.6%) de CFH y 6 (5.0%) de SCPA.

Los resultados de los aislamientos que se reportan como no definidos son los resultados de los

pulmones que en los medios de cultivo presentaron una alta variedad de microorganismos entre
los que se pueden mencionar. Streptococcus spp, Staphylococens sp., Bacillus sp. y los que
presentaron contaminacién con Proteus sp. entre otros. Los pulmones (23, 11.6%) en lo; cuales
se present este tipo de crecimiento correspondicron a 3 (1.5%) al grupo CGR y 20 (10.1%) a los
que presentaron lesion No Definida

Por otro lado no se obtuvo crcimiento en 62 (31.3%) pulmones, 5 (2.5%) de lesion CGR, 4 (2%)
de CFH, 12 (6.1%) de lesion No Definida y 41 (20.7%0) de SCPA Los resultados se resumen en
¢l Cuadro 8.



CUADRGO 7 - Relacidn de los grupos formados con el niumero de pulmones colectados.

— R— —
GRUPC TIPO DE LESION No. DE .
PULMONES
T CFH 70 1338
] CaR © EERT)
] SCFA 51 7599
Iy NO DEFINIDA 32 1616
TOTAL 198 o0
-
CFH = Ci Fivmo 1 COR = C Gris Rojita: SCPA = S CAmPios Patologioos Aparentes

CUADRO 8.- Microorganismos aislados relacionados con la lesidn que presentaron los

pulmones.
TESION
MICOORGANISMO CGR CFH SCPA NO DEFINIDA No DE
[UESTRAS *s
Fm I3(136%) 3(d0%y - - 3
Apbicl vy 41 (305 40 = 3
Aphiol U 17 (R6%) 6 (300 - 7
NO DEFINIDO LD = = 20(10.1%) 2 K
NO AIBLAMENTO 13, 43.0%) 41 (30.74) 13 (6.1%) 61 3
TOTAL a5( 326') 70_(34.6%) 31_(37.0%) 33 ({163%) 19¢ 100°
Pm = Parteureily multocida, Ap. biol = 2 plewrop i 1~ AP hio2 = Acmobaciilus p
jovariedad 2: CFH = C idacion Fibrino 1 CGR = idacién Ciris Rojiza. SCPA = Sin Cunbios Patologiors Aparentet
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4.3, SEROLOGIA

Los 198 sueros se probaron con PLEUROTEST preparado con los serotipos 1,2,3,5.7 v 9 de
Actinobacillus plesropnesmoniae  dando Itado negativo 57 (28.7%) sueros, de los cuales
11 (5.5%) corespondieron a ta lesion CGR, de los cuales 3 (1 5°5) pulmones fueron positivos al

aislamiento de Pasteurella multocida, 3 (15%) a aislamiento no definido y de 5 (2.5%) no se

logrd e} aislamiento.
De los sueros de los animales que presentaron lesién CFH, 2 (1 0%) en los cuales se habia aislado

Actinubacillus pleurop jae biotipo 2 ambos sueros fueron negativos a la prueba

serologica.

Los sueros de fos animales SCPA 24 (12.1%) dieron resultado negativo, 2 (1 0%) sueros
pertenecientes a animales de los cuales se habia aislado A bacillus pleunrop /
biovariedad 2 del pulmon y de 22 {11:1%) pulmones no se logro el aislamiento

En el grupo de lesion No Determinada, 20 (10.1%) sueros fueron negativos a las pruebas

serologicas obteniéndose en estos pulmones un crecimiento no definido (Cuadro 9)

Por otro lado, 141 (71.2%) sueros dieron resultados positivos a las pruebas serologicas, de los
cuales 34 (17.1%5) correspondieron al grupo de lesion CGR, aislandose de 22 (11 19) pulmones
Pastenrella multocida, de 8 (4.0°%) Actimobacillus pleurcpneumoniae biovariedad 1 y 4 (2.0%)
fueron positivos ai aislamiento de Actinobacillus pleuropneumoniae biovariedad 2.

De los 68 {34.3%) sueros que dieron un resultado positivo del grupo de lesion CFH, de 41
(20.7%) pulmones se 8islo Actinobacillus pleuropneumoriae biovariedad 1, de 15 (7.6%) se aislo

4

itlus pleurop biovariedad 2 , de 8 (4 0°%) se aisld Pasteurella multocida y 4
(2.0%) fueron negativos al aislamiento.

De los 27 (13.6%) sueros que dieron resuitado positivo del grupo SCPA, de 8 (4.0%5) pulmones
se aislo dctinobacillus pleuropneumomace biovariedad 1 y 2 ( 4 v 4 respectivamente) y de 19
(9.6%) no se logro el aistamiento

En el grupo de lesion No Determinada de los 12 (6.1%) sueros que dieron resultado posmvo en
ninguno de los pulmones de los animales se logrd el aislamiento (Cuadro 10).

En la prueba serologica PLEUROTEST contra los diferentes serotipos evatuados, se obtuvo un
total de 374 resultados positivos, correspondiendo 111 al serotipo 1 de Actinobacillus
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pleuropneumoniae, 6 al serotipo 2, 43 al serotipo 3, 40 al serotipo S, 67 al serotipo 7 y 107 al
serotipo 9.
Los serotipos de A bacillus pleuropne fae que se detectaron en los 34 suercs de los

animales que presentaron en los pulmones lesién CGR 61 dieron resultados positivos, siendo 20
sueros positivos al serotipo 1, 10 al serotipo 3, 4 a! serotipo 5, 8 al serotipo 7y 19 al serotipo 9
En los 68 sueros de los animales del grupo que presento lesion puimonar CFH, 179 dieron
resultados positivos, correspondiendo 60 al serotipo 1, 3 8l serotipo 2, 20 al serotipo 3, 14 al
serotipo 5, 24 al serotipo 7 y 58 al serotipo 9.

En los 27 sueros de los animales del grupo SCPA se obtuvo 76 resultados serologicos positivos,
22 fueron positivos al serotipo 1. 3 al serotpo 3, 10 al serotipo 5, 19 al serotipo 7'y 22 al
serotipo 9.

Enlos 12 sueros de los animales que presentaron lesion pulmonar No Definida, se presentaron 58
resultados positivos, 9 al serotipo 1 de Actinobacillus plenropnenmomae, 3 al serotipo 2, 10 al
serotipo 3 . 12 al serotipo 5. 16 al serotipo 7 y 8 al serotipo 9 (Cuadro 11)

Otro “aspecto que se demostré con las pruebas serologicas es que un mismo suero contenia
anticuerpos contra uno o mas serotipos de Acnnobacillus plewropnenmoniae encontrandose
primordialmente anticuerpos contra los serotipos 1 y 9 (56 sueros, 39.7°%). en segundo término se
encontraron anticuerpos contra los serotipos 1,3,5,7, y 9 (12 sueros, 8 5%). en tercer lugar contra
los serotipos 1,3.7.9 y 1,5,9 (11 sueros, 7 8% respectivamente) y las otras reacciones positivas
contra los diferente serotipas en menor proporcion. Los porcentajes estan referidos a el nimero

total de sueros evaluados que fue de 141 (Cuadro 12)



CUADRO 9- Resultados negativos 2 la prueba PLEUROTEST relacionados con los
aislamientos.

No DE SLEROS
TIPO DE LESION MICROORGANISMO | No DE AISLAMIENTOS PORCENTAJE POSITIVOS A
AISLADO PIEUROTEST.
P-m 3 15
COR NO DEFINIDO 3 1.5 1 1}
NO AISLAMIENTO s 23
CFH Ap biod E] 1.0 2
SCPA NO AISLAMIENT(} 2 11
‘ Apbiod 2 1.0 24
NO DETERMINADA NO DEFINIDO 20 10.1 30
JOTAL 37 28.7 37
P.m. = Pasteurella mult Ap. 2. CFH=C itn Fibrmo ics: CGR =

T30
Conolidaciéa Gris Rojiza. SCPA = §in Cambios Patolégions Apsrentes

CUADRO 10- Resultados positivos a la prueba PLEUROTEST relacionados con los
aislamientos.

No DE SUEROS
TIPO DE LESION AMICROORGANISMO | No DE AISLAMIENTOS PORCENTAJE POSITIVOS A
SLADO PLELROTEST
Pm 2 i
CUR Ap biol [] ) M
Ap.biv2 N 20
Ap. b} 41 207
CFH Ap hiol 18 6 6]
NO AISLAMIENTO 4 20
Pm 3 40
NO AISLAMIENTO 19 9.6
SCPA Ap biol 4 20 P4
Ap bio2 4 20
0 DETERMINADA NO AISLAMIENTO %] 61 12
TJOTAL 141 ki) 141
P.m. = Pastewryila multostda . Ap.biol -~ P biovariedad I, Ap bio 2 ~ dcraodactiius pleuropnaumomas
iovariedad 2. . 4 Fibrino H CGR = Consolidacion Gris Rojiza. SCP.A - Sin Cambios Patologicos Aparentes

CUADRO 11 - Serotipos identificados con PLEUROTEST relacionados con las lesiones y los
agentes gislados.

SEROTIPOS DETERMINADAOS
AICROORGANISMO No DE
TIPO DE LESION {AISLADO DE PU1MON No DE RESULTADOS 1 2 3 s ? 9
SUEROS POSITIVOS
Pm
COR Ap bio2 34 [1] 20 [ 10 4 8 19
Ap.bio 1
Ap bio |
CFH .A\.g bo . 68 179 60 3 20 14 M 38
. m
SCPA Apha2 27 %6 22 [ E) 10 19 22
Ap.biol
NO DEFINIDA NO DEFINIDA 12 3R [] 3 10 12 16 8
TOTAL — 141 374 1) 6 43 40 67 107
sz = Pasteurella multocida. Ap.biol = P i 1 Ap. bio 3 = Acunobactilus plewropneumonios

biovariodad 2



CUADRO 12.- Relacion de los serotipos de A
un mismo suero con PLEUROTEST.

'y

deter

dos en

7,
pieurep

e
SEROTIPOS

[

|

e e m——
J No de SUCEROS l' PORCENTASE

»7

[X)

7R

78

$7

43

43

EX)

TOTAL
121

43

40

17

141




s
S, DISCUSION

Uno de los problemas que se presento fue ef muestreo ya que los aretes con los que se hablan
marcado a los animales, en muchas ocasiones eran eliminados por los trabajadores del rastro
en ¢l momento del sacrificio y evisceracion perdiéndose un nimero considerable de muestras
de pulmén, por lo que aunque se contaba con las muestras de sangre no se pudo relacionar
con la presencia de los microorganismos que pudieran estar presentes en los pulmones.

Los microorganismos que se aislaron con mayor frecuencia fueron los tipicos de cada lesién,
es decir, los pulmones que presentaron lesion de tipo CGR son caracteristicas de Pastenrella
multocida, los de lesion CFH son lesiones tipicas de Actinobacillus plevropnenmoniae, los de
lesion No Definida presentaban lesion que no era clasica de ningun microorganismo y que
pudieron ser debidas a cambios posmortem durante el sacrificio o a otro tipo de
microorganismo que no pudimos identificar.

Los aislamientos que reportamos como No Definidos se debio a la poblacion microbiana
excesiba que no fue porque en los medios de cultivo el desarrollo de gran numero de
microorganismo no nos permitia diferenciar de que tipo eran ya que en algunas cajas se
presentd crecimiento de Profeus sp y esto nos impidio realizar una identificacion adecuada por
io menos hasta género.

La contaminacion con Proteuns sp. se puede deber a que durantc el proceso de sacrificio y
evisceracion de los animales eran lavados con agua de la llave, o que durante el proceso del
mismo los trabajadores encargados de abrir los animales en ocasiones llegaban a lesionar los
intestinos y debido a que los animales se procesan colgados con la cabeza hacia abajo el
contenido intestinal se esparcia por todas las visceras del animal.

El aislamiento de uno o mas microorganismos de un mismo pulmén se debié a que los
principales agentes que se identificaron como Pasteurella multocrda 'y Actmobacillus
pleuropneumoniae, ambos son agentes primarios de infeccién pulmonar en los cerdos y
generalmente se presenta una sinergia entre ambos para agudizar un cuadro respitratorio en
tos animales (39).

En el caso de los animales en que se encontré las dos biovariedaes de Actinobacillus

1. d:

pleurop , 1a dependi e indep de NAD. En un trabajo previo Lugo y cols.

(41) reportaron la presencia de estos microorganismos en pulmones de animales de abasto,
determinando que en las muestras que procesaron se podian encontrar ambas biovariedades.
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$reri M di

Los aislamientos de 4, pleurop iae no se p on serotipificar por la fajta
de antisueros especificos contra los diferentes serotipos lo cual podria haber sido de gran
ayuda para corroborar Jos resultados obtenidos en la serologia.

En las muestras de pulmén en las cuales no se pudo aislar ningiin microorganismo en ef caso
de los pulmones que presentaron lesion de tipo CGR la cual es clisica de Pasteurella
multocida se puede deber a que los animales tenian las lesiones de cicatrizacion y por lo tanto
no se encontraban en la fase activa de la enfermedad dando como resultado que los
microorganismos ya no se encontraran en los animales.

Para ¢l caso de los pulmones que presentaron lesion de tipo CFH, la cual es clasica de

A bacillus pleurapne jac, y que dieron resultado positivo en las pruebas serologicas
puede deberse a que el agente causal se encontrara en otro tipo de organos como son las
tonsilas de los animales las cuales no se consideraron para el presente ¢studio y no podemos
demostrar la presencia del agente en dichos érganos como lo determind Kume y cols (35)

Los resultados de las pruebas serologicas en las cuales reportamos 374 positivos estos son

debidos a que en un mismo suero se pueden encontrar anticuerpos en contra de uno o mas

b eills

serotipos de A« pleuropne iae ya que se ha reportado que las infecciones con
este agente son mixtas y generalmente involucran a uno o mas serotipos (5, 38)

La presencia de Actinobacillus pleuropneumaniae del serotipo 1 el cual es el mas predominate
en el pais, fue reportada por Cipridn y cols.(3) y Diaz y cols (10), quienes ademas demostraron
la presencia de los serotipos 2,3,4,5,6,7,8, y 9 en el pais por lo que los resultados concuerdan
con el reporte de Diaz, ya que en este estudio se pudo detectar los anticuerpos en contra de
los serotipos 2,3,5,7,y 9, estos hallazgos eran de esperarse, ya que la comercializacion de pies
de cria y verracos sin control sanitario, diagnostico y cuarentena con los paises del norte de

America ha fomentado la entrada no solo la entrada de animales para mejoramiento

B h

hacilli

ademas de nuevos serotipos de Acti illus pleurof iae y otras enfermedades que

no se encontraban en el pais.

La mayor parte de los resultados positivos fueron contra los serotipos 1 y 9 de Actinobacillus
pleuropneumoniae los cuales eran de esperarse ya que se ha demostrado que estos dos
serotipos presentan reaccitn cruzada por compartis caracteristicas antigénicas similares en
cuanto a su antigeno “O: 17 (ver Cuadro 3) (98).

Hoy en dia la serologfa jucga un papel importante en el control de las enfermedades ya que

cuando se efectiia se puede determinar que animales estan colonizados por microorg



37

p jal patog dado que en la mayoria de los casos los animales pueden ser
portadores asintométicos del agente causal infectando al animal sin causarle la enfermedad y
no sea absol diendo colonizar a otro animal. Por este motivo

P

4

la inmunidad que i
en la actualided se recomienda el empleo de perfiles seroldgicos, o también lamados

seropérfifes Jos cuales se basan en la deteccion de que por je de animales estdn enfermos y

cuantos portadores sanos existen para establecer las medidas de control de las infecciones y
posteriormente en un plazo de 3 a 6 meses s¢ recomiendan realizar un nuevo perfil con el fin
de evaluar si las medidas de control tomadas son efectivas o de lo contrario tomar otras que
pl las ya establecidas (53).

Para poder establecer los perfiles serolégicos a nivel de campo es recomendable contar con

[+

pruebas rapidas de diagnostico que permitan obtener resultados confiables para que el Médico
Veterinario establezca las medidas preventivas adecuadas. EI PLEUROTEST presenta ciertas
ventajas sobre otras pruebas de laboratorio ya que permite obtener resultados confiables en un

minimo de tiempo, no requiere equipo sofisticado, ni de personal calificado para poder realizar

hrill

las prucbas, ademnas, permite conocer que serotipos de Actil pleuropne iae se
encuentran presentes en las granjas y poder establecer programas de control como son la

vacunacion contra los serotipos presentes en cada granja y poder erradicar fa enfermedad.



6. CONCLUSIONES

En base a los resultados previamente expuestos y discutidos se concluye que:

1. La relacion de los ag les con las lesi pulmonares fue del 82.8 % para el caso

de pulmones que presentaron lesiones de CFH y el aislami de Actinobacillus
pleuropneumoniae; el 55.6% para las lesiones de CGR y aislamiento de Pasteurella
multocida, el 62.5% para las lesiones no definidas con aislamiento que no se pudieron
identificar y el 62.5% para los pulmones SCPA y sin aislamiento de microorganismos.
Esta relacion fue bastante alta, ya que en la mayoriz de los casos el tipo de lesion
macroscopica que presentaron los pulmones coincidid con los aislamientos de los

principales agentes que producen neumonias en los cerdos

2.4 bacillus pleuror jae puede ser aislado tanto de pulmones que presenten CFH
(72.5%}) como de otro tipo de lesiones tales como CGR (15%) y SCPA (12.5%).

[~

. Se logro el aislamiento de Actinobacillus pleuropneumomae biovariedades 1 y 2 y de

Pasteurella multocida de muestras de pulmon sin que presentaran lesién.

Farilh

4. Los anticuerpos contra los serotipos de Ac pleuropne it que

predominaron en los cerdos de abasto fueron el 1, 9, 7, 3, 5 y 2 respectivamente.

n

. El empleo del equipo PLEUROTEST facilitd en gran medida el trabajo por la sencillez y
rapidez de la rtisma, con lo que se pudieron detectar los anticuerpos presentes en los

animales que llegaron al rastro,

6. La prueba PLEUROTEST fue y puede ser una herramienta de gran apoyo para ol

establecimienty de ivs perfiles serologicos de Actinobacillus pleurog ige en granjas

porcicolas, lo que permitira tomar decisi sobre las medidas preventivas y de control

para erradicar la PCP en nuestro Pais.
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