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RESUMEN

Con la finalidad de utilizar fa prueba de inhibicidn de la hemolisina (THem), a partir de un
cultivo de Actinobacillus pleuropneumoniae serotipo 1, se separd y se concentro la toxina
hemolitica ApX1. La aplicacion de la prueba para la realizacion del perfil serologico de
dos granjas una vacunada v la otra infectada; para asi comparar los resultados con la
prueba de aglutinacion PLEUROTEST, que identifica anticuerpos capsulares de los
diferentes serotipos. Para el estudio se seleccionaron un total de 428 sueros que fueron
colectados y probados. Se muestrearon dos granjas, una de animales vacunados y otra de
no vacunados. En la granja “A” las muestras fuero colectadas a las 6, 8,14, y 16 semanas
de edad, los animales fueron vacunados con un inmundgeno a base de un toxoide
comercial de ApXI, Apx II y Apx HI en adyuvante y se vacunaron en la semana 6 y la
semana 14. La muestra de la semana 6 fue considerada tiempo cero y se obtuvieron un
total de 204 sueros de la granja. Para la granja “B” se colectaron 220 sueros para el
mismo periodo, se vacunaron en la semana 6 y en la semana 11, por via intramuscular y
subcuténea respectivamente. La muestrz de la semana 6 se considerd como tiempo cero.
El titulo de anticuerpos contra la citolisina ApX I fue determinada por la prueba de
inhibicion de Ja hemolisina. Los sueros también fueron probados con la prueba de
aglutinacion PLEUROTEST para serotipificar al Actinobacillus pleuropneumoniae. En la
granja “A” la prueba de aglutinacién identificé anticuerpos maternos contra los serotipos
1 y 5 a partir de la sexta semana, mientras que solo hasta la 16 semana los cerdos
tuvieron sus propios anticuerpos y fueron detectados solo para el serotipo 1. En el caso de
los anticrerpos IHem para los grupos vacunados 2y no vacunados se observo el mismo
comportamiento, asi para la semana 6 se tuvo 10 > y para la semana 16 de10 **, Para la
granja “B” en el tiempo cero no se detectaron anticuerpos contra los serotipos incluidos
en PLEUROTEST (1, 3, 5y 7), dnicamente en la 11* semana se detectaron los serotipos !
y 7 de Actinobacillus pleuropneumoniae, mientras que en la 13* semana fue detectado
tinicamente el serotipo 1. En el caso de los anticuerpos THem en los cerdos vacunados
subcutaneamente e intramuscularmente, en la semana 8 se encontrd 10 3‘6; en todos los
grupos vacunados por via SC tuvieron el mismo titulo en las semanas 6,11 y 13 y fue en
forma ascendente. Con la prueba de aglutinacién los anticuerpos de los animales
infectados comenzaron a ser detectados, cuando ya tenian dafio en el pulmdn.
Posiblemente con la prueba de IHem se detecto la infeccion en la semana 8 y 14 de la
granja "A” y en ia semana 8 y 11 en la granja “B” etapas en las que fueron vacunados con
el toxoide comercial.



1.0 INTRODUCCION

La Pleuroneumcnia Contagiosa Porcina (PCP), producida por el Actinobacillus
pleuropneumoniae es una enfermedad devastadora de los cerdos que produce pérdidas
econdnicas impottantes, debido a una pobre conversion alimenticia en los animales
infectados cronicamente. La enfermedad puede variar desde un caso hiperagudo hasta el
cronico, en donde la lesion aguda es caracteristica de una neumonia hemorragica,
necrosante, asociada a una pleuritis fibrinosa; en tanto que [a lesién cronica se distingue
por el tejido pulmonar consolidado, infartado y encapsulado (42, 52, 59).

Debido a la alta demanda de ganado porcino, el incremento de la produccion y la
diversa procedencia de los animales; las granjas mexicanas porcicolas se han visto
afectadas teniendo la necesidad de reducir sus espacios. Por lo que en las mismas se
han disminuido las enfermedades infecciosas, sobre todo aquellas cuyo contagio es por
contacto directo. Haciendo énfasis en las enfermedades respiratorias como en el caso de
la PCP, donde se considera que entre el 30-60% de los cerdos de abasto presentan
alguna lesion neumonica (36).

En México se ha reportado 1a presencia de los serotipos 1,2,3,4,5,6,7,8y9
de Actinobacillus pleuropneumoniae predominando el serotipo 1 {(4,12).

Por otro lado, se han identificado tres distintos tipos de citotoxinas en
Actinobacillus pleuropneumoniae Citolisina 1 (antes Cly 1, hoy ApX 1), Citolisina II
(antes Cly II, hoy ApX II} y Citolisina III (antes Cly III, hoy ApX III). Se ha encontrado
que la citolisina 1 la producen los serotipos 1, 5, 9, 10y 11; la citolisina II es excretada
por todos los serotipos excepto ¢t 10 y la citolisina 111 solo la producen los serotipos 2,
3,4,6y12(17,37).

Para el diagnostico de la PCP se cuenta con las siguientes pruebas: aglutinacién,
aglutinacion con particulas de latex, aglutinacion en tubo con 2-mercaptoetanol,
hemoaglutinacion indirecta, fijacidn de complemento y prueba de ELISA, mismas que
requiere de personal especializado para realizarlas (22, 34, 38, 43, 71).

En México se ha desarrollado una prueba de diagnostico denominada
PLEUROTEST para la determinacion de anticuerpos contra los serotipos 1,35y 7 de
Actinobacillus pleuropneumoniae siendo una prueba de aglutinacion rapida que se

emplea en el campo como de rutina (5).



En la actualidad se han desarrollado pruebas para la determinacion de
anticuerpos en contra de las citolisinas; una de eilas es el ensayo de la inhibicion de la
hemélisis en agar sangre, denominada BAHIA por las siglas de Blood Agar Hemolisis
Inhibition Assay (69).

1.1 ANTECEDENTES

En California (USA) en cerdos con signos neumonicos se aislo una bacteria que
para su crecimiento necesitaba factor de crecimiento: factor V (nicotinamin adenosin di
nuclestido N.A D.) produciendo hemolisis en agar sangre denominandole Haemophilus
parahemolyticus. En Argentina 1963 Shope investigd un brote de pieuroneumonia de

tipo agudo en cerdos y se denomino Haemophilus plewropneumoniae (47,63).

Basandose en los estudios de hibridacion de DNA la bacteria Haemophilus
pleuropneumoniae se ha reubicado en el género de Actinobacillus denominandosele
Actinobacillus pleuropneumoniae. Y por sus requerimientos de NAD para su
crecimiento se han definido dos biovariedades, la biovariedad | que requiere este factor

y la biovariedad 2 que no lo reguiere (53).
1.2 CARACTERISTICAS MORFOLOGICAS Y BIOQUIMICAS

Actinobacillus pleuropneumoniae es una bacteria del tracto respiratorio con un
alta especificidad hacia su hospedero, es una bacteria pleomorfica que se observa
generalmente como pequefios bastones Gram negativo, capsulados de aproximadamente
0.5 a 1.5 um de largo por 0.3 um de didmetro, inmdviles no esporulados, aerobios y
anaerobios facultativos, crecen en medios enriquecidos que contienen factor V (NAD),
pero no requieren factor X (hemina). Por su necesidad del factor V crece en la
proximidad de colonias de Staphylococcus aureus, fenbmeno que se conoce como
satelitismo. Fermenta la mayoria de los carbohidratos excepto: sorbitol, ducitol y meso-
inositol; no utiliza los citratos, no produce acido sulfhidrico, e indol; degrada la urea y

los nitratos, presenta reaccion dudosa a fa catalasa y oxidasa. (Tabla 1) (10, 32).



Cuadro 1. Caracteristicas bioquimicas de 4. pleuropneumaoniae.

Factor V +
Factor X
Catalasa
Nitratos
Oxidasa
Urea

Indol
Citratos
Hemolisina B
Xilosa
Dextrosa

+ 8 + + !

+ 4+

Fosfatasa alcalina +
Factor V=NAD
Factor X = Hemina

d = dudosa

La existencia de varios serotipos de esta bacteria fue determinada por los estudios
de aglutinacion cruzada de Nicolet el cual definié tres serotipos basindose en los
antigenos de tipo especificos asociados a la capsula (labiles y resistentes al calor) (41).
Esta clasificacion fue ampliada por Gunnarson quien descubrio los serotipos 4 vy 5; y
Nielsen y Rosendal quienes propusieron la existencia de los serotipos 6 y 7
respectivamente. En la actualidad se reconocen mundialmente 12 serotipos.( 23, 45, 46,
56).

1.3Y 1.4 DISTRIBUCION E IMPORTANCIA

La PCP estd ampliamente distribuida en el mundo y su importancia
epizootioldgica estd correlacionada estrechamente con la industrializacion de la
produccién del cerdo, fue primeramente reportada en: Inglaterra, Argentinz y en los
Estados Unidos. Posteriormente fue reportada en practicamente todos los paises
Europeos, en Estados Unidos, Canadd y México. En el Cuadro 2 observamos la

distribucion de la bacteria en el mundo (33, 35).



Cuadro 2. Distribucién Geogrifica de A. pleuropneumonice

Pais serctipo (s) prevalete (s} Sardlipe (5} Refoxrencias
Dencamninanmies (5}
Argentina 1,135 1 Vens & s1.(1988)
Australia 1,23,7,UT 1 Eaves snd Blackall (1988)
Bégics 23678911UT 3 Homnmez et ol (1988, 1990)
Brasil 1345 UT 3 Piffer ot al.
(1986, 1987)
1,2,356178, 1.5 Rosendal d al. (1982). Mittal &t
16,1412 al (1982}
Chile 1.5 1,5 Olivarcs snd Morgado (1938)
Chesvslovaguia 1,27 2 Skollova and Gois (1987)
Dmamarcs 1,23,56,7.8, 2 Nielsen (1982, 1987)
10,14,12
Francia 2,3,7,89 E Kobisch (1990) (comunicacién
personal)
Alemania 2,3,4,56.78, 279 Schimmel and Hass (1983)
10,11,12 Muller a al. (1986}
Hungria 1,2,3,5,6,7,10,11,12 1.2 Foodor ot gl. (1987) Molnar
{1990}
kakia 1,234,57 5 Manza & al. (1987) Sidoli o sl
(198T)
rtinda 3 TU 3 Powar of ul (1983)
Tapom 1,23.546,789.12 b1 Chan et al (1978) Kumec o al.
(1996) Fukuyasu o al. (1987)
Corea 2,357 25 Yeh (1990)
México 1,234,56,789 1 Diaz ot al. (1988) Cipridn et al.
(1988)
Holands 1234578911 29,11 Kamg e al. (1987}
Nomega 2 2 Falk t al. {1991)
Polonia 12,59 i Molenda (1928) Tarasiuk
Espafia 1,23.4,5,67.389,10, 4 Ferry o 2l {1990)
Suecia 234 2 Gunnarsson (1979)
Suiza 2379 2 Nicolat (1988)
Reino Unido 1,2,3,5,6,7,8,10 3 Humer & al. {1983} Brandeth
and Smith (1985)
Estados Unidos 13,5789 LS Schuliz et al. (1983) Rapp o &l

{1985) Hofiman « al. (1985)
Fales {1989)

Adaptado de (35)




En México, practicamente no existe zona con porcicultura intensiva en donde no
se haya reconocido la enfermedad, consecuentemente su significado econdmico es imuy
alto. Aunque no existen estudios publicados que precisen la cuantia de las pérdidas que
ocasiona, se ha estimado que los brotes agudos de neumonia causada por Actinobacillus
pleuropneumoniae puede matar 20-30% de los cerdos y reducir las ganancias de peso y

conversion alimentaria en 30% (8, 48).

Debido a la severidad de los casos en nuestro pais, Pijoan y cols (48) decidieron
hacer un trabajo de investigacion sobre la etiologia de este problema. El estudio fue
realizado en dos granjas localizadas en el estado de Michoacan y Tiaxcala. Se
sacrificaron 29 animales de edades entre 2 y 6 meses que presentaban signos avanzados
de enfermedad respiratoria, de ta zona de Tlaxcala y de la Piedad Michoacan. En 3
(50%) de los pulmones provenientes de Tlaxcala y 5 (21.7%) de la Piedad, se obtuvo
crecimiento de colonias beta hemoliticas que fueron clasificadas como Haemophylus

parahemolyticus (pleuropneumoniae).(6)
En otro trabajo realizado en el mismo afio Diaz y cols. {12) reportaron la
presencia de los serotipos 1,2,3,4,5,6,7,8, y 9. La distribucion de los serotipos en el pais

se muestra en el Cuadro 3.

Cuadro 3. Distribucién nacional de los serotipos de Actinobacillus

p]europ};eumoniae
ESTADO SEROTIPO
México 1a, §
Guanajuato ta, 4, 5
Jalisco la, 2, 3,5, 8
Michoacan . la, 5, 6, 7
Puebla la, 2, 3,4, 5
Querétaro ia
Sonora la
Yucatan 5
o Informacién solo en estados Fuente: Diazy cols. 1992,

e serotipo predominante




1.5 EPIDEMIOLOGIA

Actinobacillus pleuropneumonige es transmitido 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 morbilidad y mortalidad (44, 57, 59). Después de que sucede un brote es frecuente
descubrir que nuevos animales fueron adicionados o que los ya existentes fueron
movides antes de la aparicion de los primeros signos del brote. Lo mas frecuente es que
se compran nuevos animales, lo que implica un aumento del movimiento de los mismos
aumentando el grado de infeccion (51, 59). Los brotes han sido asociados con estrés,
sobrepoblacion, mala ventilacion y alta humedad. Los portadores sanos han sido

asociados con brotes que se presentan en piaras de ciclo cerrado (54).

1.6 MORBILIDAD Y MORTALIDAD

La evaluacién de la morbilidad y mortalidad de los brotes mexicanos, se han
caracterizado por los siguientes hechos:
Varia segun ia edad de los animales.
b. Puede alcanzar en el lote afectado hasta un 80%, en tanto que la mortalidad, aiin con
ia administracién de tratamiento puede ser hasta del 35%.
c. La mayoria de Jos brotes detectados han sido en animales de 30 a 50 Kg de peso.
d. Ocasionalmente se difunde a animales adultos.

1.7 TRANSMISION

La transmision de Actinobacillus plewropneumoniae se lleva a  cabo
fundamentalmente por contacto directo, este modo de transmision se intenstfica cuando:
a- Se utilizan corrales o jaulas que permiten el contacto.

b- Se mezclan constentemente animales de diferentes grupos.
El brote se presenta subitamente y se detecta por la muerte de algunos cerdos en la
granja, el periodo de incubacion de la enfermedad es corto, experimentalmente de

menos de 6 hrs; aunque en condiciones de campo entre 12 y 24 hrs. (61, 62).



1.8 PATOGENIA

La patogenia de Actinobacillus pleuropneumoniae es poco conocida, sin
embargo, se ha demostrado que se encuentran relacionados varios factores. Las
investigaciones sugieren que la endotoxina es la responsable de los cambios patologicos
iniciales y que las citolisinas son citotéxicas para los macrofagos alveolares,
posteriormente los complejos antigeno-anticuerpo destruyen el endotelic vascular
causando vasculitis y trombosis. Estos dafios resultan en edema, infarto, nectrosis, y

hemorragia que son caracteristicas de la PCP (13, 49, 59).

1.8.1. FACTORES DE PATOGENICIDAD

1.8.1. CAPSULA

La cipsula es la responsable de la especificidad del serotipo, en el presente se
reconocen doce serotipos designados con nimeros arabigos del 1 al 12. Los estudios
sobre antigenos empleados para el diagnostico serologico han demostrado que la
capsula es el mas adecuado para tal proposito, debido a que la estructura quimica de ésta
macromolécula es Gnica en cada uno de los serotipos, excepto en el serotipo 5 que se ha
subdividido en 5* y 5b (15).

Dentro de las propiedades biologicas de la capsula se mencionan las siguientes:
son inertes, no tiene actividad toxica (como la reaccion de Schwartzman), tampoco tiene
actividad pirogénica. Sin embargo, se ha encontrado que mata al embrion de pollo,
presenta actividad blastogénica linfocitaria, debido a la carga negativa que confiere la
capsulz hay resistencia a la fagocitosis por neutrofilos (PMN), es opsonizado por los

anticuerpos € interfiere con la actividad del complemento hacia la membrana (11,15).

Los anticuerpos generados contra la capsula, solo protegen contra la muerte,
pero to contra las lesiones pulmonares y a la infeccion cronica. La virulencia atribuida
a la cépsula es variable entre los diferentes serotipos, y aunque es requerida para que
Actinobacillus pleuropneumoniae sea virulento, ain no se conoce por completo el papel

patogénico de la capsula (39).



1.8.2 FIMBRIAS CITOADHERENTES

En México se han realizado una serie de trabajos que mostraron que cuando se
inoculeron por nebulizacion con Actinobacillus pleuropneumoniae (en una cimara de
aerosoles) a cerdos, conejos, ratones y cuyes, solo los cerdos se infectaron y murieron
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
pleuropneumoniae hacia el cerdo, sugiriendo probablemente, que posee receptores

especiftcos hacia el factor de adherencia de esta bacteria (65).

En otros estudios se han identificado en Actinobacillus pleuropneumoniae
estructuras semejantes a fimbrias o pillis citoadherentes, denominados adhesinas. Sin
embargo, no se han encontrado estos apéndices extracelulares en Actinobacillus
pleuropneumoniae cultivados in vitro y al parecer estos apéndices la bacteria solo los
expresa en el cerdo. Se han identificado estas estructuras mediante microscopia
electronica y estudios de patogenicidad en cerdos libres de patogenos especificos (SPF),
en donde se muestra que Actinobacillus pleuropneumoniae tiene y presenta factores de
adherencia o pillis gue solo s¢ mantienen en los primeros pases de la bacteria en medios
de cultivo in vitro (68).

Garibay y cols, en 1993 encontraron fimbrias de 2 nm, no obstante que también
encontraron otras fimbrias de 2 a 7 nm de diametro, lo cuil sugiere que Actinobacillus
pleuropneumoniae esti expresando 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 la otra “flexible” con un diametro de hasta 2 nm,
involucrada Gnicamente en la adherencia, al igual que en ¢l estudio anterior estas

estructuras se fueron perdiendo en los pases subsecuentes (19).
1.8.4 LIPOPOLISACARIDOS (LPS)

Las bacterias Gram negativas se caracterizan por presenmtar una membrana
externa, que estructuralmente es idéntica a la membrana celular o interna, sélo que en la
membrana extema o envoltura celular se encuentra enclavado ¢l LPS. En
Actinobacillus pleuropnenmoniae se encuentra un antigeno somatico denominado “0”,

situacion que no ocurre con las bacterias del género Haemophilus (20).



La estructura del antigeno “O” es variable entre los diferentes serotipos de
Actinobacillus pleuropreumoniae y se componen principalmente de glucosa, galactosa,
ramnosa, azicares aminados come la N-acetilglucosamina y la N-acetilgalactosamina.
El antigeno “0” es el responsable de las reacciones cruzadas entre los serotipos 1,9y 11
porque comparten el mismo antigeno “0:17, el serotipo 2 el antigeno somatico “0:2”,
con respecto a los serotipos 3,6 y § estos comparten el antigeno “0:3”, lo mismo sucede
con el serotipo 4 que cruza con el 7 porque comparten ¢l antigeno “0:4”; en éste caso
del serotipo 5 (5a y 5b), este posee el antigeno “O:57; mientras que el serotipo 10 posee
el antigeno “0:6” y el serotipo 12 el “0:7” (Cuadros 4y 5)(20).

Las propiedades bioldgicas del LPS se resumen en las siguientes actividades:
tienen la actividad biologica clasica de una endotoxina de los Gram negativos; el LPS
de Actinobacillus pleuropneumoniae gelifica a los amebocitos de Limulus, cuando se
inocula por via intradérmica se produce una reaccion de Schwartzman; también el LPS
actila como un pirégeno. El LPS de los diferentes serotipos de Actinobacillus
pleuropneumoniae induce una infiltracion de las células inflamatorias cuando se inocula
a ratones y cerdos por via respiratoria, observandose una neumonia intersticial

multifocal y no la neumonia fibrinohemorragica necrética clasica de la PCP (21).

Cuadro 4.- Antigenos somaticos encontrados en Actinobacillus pleuropneumoniae y los

serotipos que lo contienen.

Antigeno Serotipos que lo presentan
0:1 11,911
0:2 2
0:3 jo8
0:4 4,7
05 5%.5b
0:6 10
0:7 12




Cuadro 5. Antigenos somaticos encontrados en Actinobacillus pleuropneumoniae y los

serotipos que los contienen (21).

SEROTIPO SEROGRUPO
1 0:1
2 0:2
3 0:3
4 0:4
5 0:5
6 G:3
7 0:4
8 0:3
9 0l
10 0:6
11 0:1
12 0:7

1.8.4 PROTEINAS DE MEMBRANA EXTERNA

El perfil de las proteinas localizadas en la membrana externa se ha estudiado en
todos los serotipos de Actinobacillus pleuropnewmoniae, basandose en la movilidad
electroforética de estas proteinas, la migracion ocurrid de la siguiente manera: en las
regiones de 39 a 44 Kilodaltones (Kd); de 16 a 16.5 Kd y la region de 29 Kd
comespondiente & una proteina modificable por calor, por lo que se han identificado 7

patrones de nueve serotipos probados, (20).

Las proteinas de la membrana externa de los serotipos 1 y 9 fueron idénticas
(estos serotipos presentan reaccion cruzada por sus antigenos somaticos), los serotipos 2
y 6 (estos serotipos no cruzan por sus antigenos capsulares), los serotipos 3,457y 8
presentan perfiles diferentes (estos serotipos sélo cruzan por sus antigenos somaticos de

la siguiente manera: el 3 con el 8, el 4 con et 7y ¢l 5 no cruza con los demas) (20).
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1.8.5. EXOTOXINAS

En los sobrenadantes de los cultivos de Actinobacillus pleuropneumoniae se ha
encontrado 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 “hemomilisinas” o “citolisinas”, (39,42)
Las toxinas que libera Actinobacillus pleuropneumoniae se han clasificado en la familia
de toxinas denominadas RTX (Repeat of Toxin) y las producidas particularmente por
este microorganismo se han designado como ApX (Actinobacillus pleuropneumonia y
Toxiny (17).

Se han identificado tres distintos tipos de citolisinas en Actinobacillus
pleuropneumoniae: citolisina 1 (antes Clyl, hoy AXxl), citolisina 11 (antes Clyli, hoy
ApXII), citolising III (antes CIylll, hoy ApXiIl). Se ha encontrado que la citolisina I,
la producen los serotipos 1, 5, 9, 10 y 11; la citolisina IT es excretada por todos los
serotipos excepto el 10 y la citolisina I solo la producen los serotipos 2, 3, 4,6 ¥ 8
(17,28),

Estas hemolisinas no muestran diferencias antigenicas entre serotipos, aunque
son antigénicamente diferentes entre ellas. La actividad hemolitica de esta proteina es
probablemente la responsable de las iesiones iniciales de la PCP, caracterizada por ser

hemorragicas y necréticas. (17).
1.8.6. PROTEASAS

El papel de las proteasas secretadas por Actinobacillus pleuropneumonige como
un factor de patogenicidad ha sido poco estudiada. Kilian and Messtecky (29)
demostraron la presencia de proteasas capaces de romper la inmunoglobulina IgA en un
trabajo en el cuat estudié 37 cepas de Haemophilus, encontrando que sélo las cepas de
Haemophilus influenza y de Actinobacillus pleuropneumoniae fueron capaces de
degradar ia IgA1 secretoria porcina, pero no degradaban la 1gA secretoria humana (40).
Los factores de patogenicidad de Actinobacillus pleuropneumoniae se resumen en el
Cuadro 6.
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Cuadro 6. Factores de patogenicidad asociades a Actinobacilius pleuropreumoniae
(40)

Estructura celular Funcion Composicién Referencia
o molecular
Fimbria Adhesién Proteinas 57
Capsula Evadir la fagocitosis Polisacarido 26
Hemolisinas o Lisis de eritrocitos Proteinas 8,10
citolisinas
Proteinas de Choque endotoxico Lipoclisacarido 53
membrana externa
Receptores Captador de hierro Proteinas 22
Proteasas Degradacion de IgA Proteinas 30,38
1.9. SIGNOS CLINICOS

La muerte siibita sin signos clinicos o lesiones externas es comin en los casos
hiperagudos en las infecciones por Actinobacillus pleuropneumoniae, ocurre
generalmente en cerdos en buenas condiciones. Si los signos clinicos se observan estos
incluyen fiebre alta, apatia, anorexia, diarrea acuosa, vomito y epitaxis pueden ocurrir,

especialmente como fase terminal o subterminat (13, 44, 59).

Los signos clinicos de la fase aguda son respiracion por el hocico, disnea, tos,
depresion, fiebre y anorexia. Una alta morbilidad y mortalidad en los cerdos que no
han tenido exposicion previa al Acfinobacillus pleuropneumoniae y las infecciones se

vuelven enzooticas en Jos animales que se recuperan de la fase aguda {44, 57,59).

Los signos clinicos de la fase subaguda o cromica de la enfermedad no son
especificos: los cerdos pueden tener poca fiebre o no presentarla, disminuye su apetito,
disminuye su ganancia de peso y rara vez mueren. Las infecciones subclinicas son
comunes, resultando en una baja conversion alimenticia, baja tasa de crecimiento,

retarda su comercializacién e incrementa los costos de produccion (1,44).




La inspeccion en rastro de las piaras con infecciones subclinicas revelan un alto
decomiso de las carcasas y una alta incidencia de lesiones cromicas pulmonares y

pleuritis cronica (44).
1.10. LESIONES A LA NECROPSIA

Lesiones caracteristicas postmortem de Actinobacillus pleuropneumoniae en los cerdos
son encontradas en el tracto respiratorio y en la cavidad toracica. Las cavidades pleural
y pericardial pueden contener hasta 2 litros de liquido sero-sanguinolento y exudado
fibrinoso amarillento. Las lesiones pulmonares generalmente son bilaterales y
difundidas a través del pulmén. Los 16bulos apical, cardiaco y el area craneodorsal del

lobulo diafragmatico generalmente estan involucrados (30,44, 61).

En el estudio donde los cerdos fueron infectados con un aerosol de
Actinobacillus pleuropneumoniae los lobulos diafragmdticos fueron mas severamente
afectados que los otros. En los casos agudos de Actinobacillus pleuropneumoniae las
lesiones son hemorragicas, fibrinosas y necroticas. Una acumulacion de fibrina, edema
y hemorragia son encontradas en los espacios pleurales y subpleurales. Los lébulos

afectados estan edematosos con dreas rojo obscuras de consolidacion (62).

La pleuritis, necrosis y adherencias son caracteristicas en los animales infectados
cronicamente. Las lesiones puimonares son obscuras, menos rojizas, firmes, mas
necroticas que las lesiones en los animales infectados agudamente y estan bien
delimitados por tejido conectivo, aumento de volumen y edema de los ganglios
linfaticos submandibulares, bronquiales, cervicales, mediastinicos y pulmonares; son las
lesiones comunes postmortem, La traquea y bronquios estan lenos de espuma, liquido

sanguinolento y fibnana (1,44, 58, 61).
1.11 LESIONES MICROSCOPICAS

Las lesiones microscopicas de los pulmones infectados en forma aguda con
Actinobacillus pleuropneumoniae son lesiones tipicas de la pleuroneumonia aguda,
necratizante y fibrinohemorragica. Los capilares alveolares estan dilatados y llenos de

eritrocitos, trombocitos y ocasionalmente trombos de fibrina, Las paredes vasculares y
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el canal vascular pulmonar estin necrotizados y estin asociados con edema

inflamatorio, exudado serofibrinoso y céfulas mononucleares {1,13).

El septo interlobular y los bronguiolos presentan infiltracion con macréfagos,
linfocitos, edema, fibrina y sangre. Los alvéolos contienen sangre, edema fluido con
alto contenido de proteinas y células epiteliales alveolares exfoliativas. El parénquima
pulmoenar estd congestionado con infiltracién y exudacion de células mononucleares.

Hay pequefias areas de con isquemia de ambos lobulos(13).
L.12. TRATAMIENTO Y CONTROL

En los unltimos afios las estrategias de control se han enfocado sobre los
principios fundamentales de ia produccion, disefiados para limitar l2 transmision del
organismo y ia optimizacion de la resistencia. El tratamiento es un costo que impacta
econdmicamente en forma importante. La inyeccion masiva del cerdo, es dificil y
consume tiempo. La ventaja de la terapia es la reduccion de la mortalidad, sin embargo
hasta ahora el alto costo econdomico del pobre crecimiento de los animales recuperados
durante la recuperacién de las lesiones es substancial y casi siempre excede los costos
por muertes en el tratamiento. La medicacion en el alimento tiene poco valor en un
brote, porque los cerdos presentan anorexia, y es dificil obtener niveles terapéuticos
apropiados por esa via. Otra medidas son: limitar ¢l estrés, no mezclar animales,
mantener condiciones favorables de temperatura, adecuada ventilacion, limitar la

cantidad de polvo y reducir la densidad porcina (3).

En México y otros paises es comiin la resistencia a penicilinas y tetraciclinas. En
Estados Unidos los analogos de penicilina son generalmente efectivos; pero el patrén de
la infeccion en la granja dificulta su uso. En resumen la resistencia de Actimobaciflus
pleuropneumoniae a sulfonamidas, tetraciclinas, neomicina, estreptomicina y también

se han reportado resistencia a lincomicina, cloxacilina, penicilina y ampicilina (14, 25).

En los casos de un brote agudo, puede inyectarse un antibidtico de amplio
espectro. Los animales afectados usualmente estan anoréxicos y el consumo de agua
normalmente también se reduce, de tal manera que la aplicacion parenteral ¢s mas

efectiva. Con frecuencia el agua es medicada para prevenir la difusion de la infeccion, si
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se puede medicar el alimento cuando no puede ser medicada el agua. La vacunacion y la
medicacion modifican el cuadro clinico, sin embargo no eliminan ef agente ni evitan el

desarrollo de casos cronicos o subclinicos de la infeccion (18, 25).

1.13 VACUNACION

La PCP puede ser controlada por vacunacion o por programas basados en el
diagnostico seroldgico. Estas medidas requieren del conocimiento de los serotipos
prevalentes en el 4rea; sin embargo las vacunas con la capacidad de inducir inmunidad
protectiva confiable contra Actinobacilius pleuropneumoniae no estin disponibles
comercialmente, Alpunas reducen la mortalidad, pero ninguna es efectiva para prevenir
la infeccion con Actinobacillus pleuropnenmontiae o ¢l desarrollo de cerdos portadores

capaces de eliminar la bacteria (16, 44, 55).

No es posible controlar a Actinobacillus pleuropneumoniae con una sola
vacunacion, especialmente en granjas altamente expuestas. La vacunacion con vacunas
comerciales que contienen los serotipos prevalentes en un lugar pueden prevenir la
mortalidad, pero no la infeccion, el descenso en el indice de crecimiento y las lesiones

macroscopicas (64).

Las vacunas que contienen gel de hidroxido de aluminio como adyuvante no han
probado ser eficaces; aunque las vacunas con adyuvantes oleosos estimulan una
respuesta de anticuerpos mas compieta, ellas producen también una extensa reaccion
granulomatosa. Se ha investigado un adyuvante oleoso basado en aceite de cacahuate
que es mucho menos irritante, pero su capacidad de incrementar la respuesta inmune no
ha sido investigada completamente. Lo mejor que se puede esperar con el uso de las
vacunas actuales es la reduccion de Ia severidad y de la muerte. Las vacunas son mas

efectivas cuando estan hechas con el serotipo que causa la enfermedad clinica (45).
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1.13. DIAGNOSTICO
1.13.1 DIAGNOSTICO DIFERENCIAL

Los casos hiperagudos de Actinobacillus pleuropneumoniae deben ser
diferenciados de otros casos de muerte repentina de cerdos jovenes en buenas
condiciones, esto incluye el envenenamiento por sal, deficiencia de vitamina
E/selenium, infecciones por Haemophilus parasuis, sindrome de estrés porcino,
ulceracidn gistrica, sindrome hemorragico intestinal, torcion intestinal y salmonelosis
sistémica. Todas estas condiciones excepto la respiratoria de Haemophilus parasuis son
facilmente diferenciables de Actinobacillus pleuropneumoniae por las lesiones
macroscdpicas a la necropsia, Generalmente Haemophilus parasuis, afecta otros
sistemas causando artritis, pericarditis y meningitis. Los signos y la historia clinica
junto cen los resultados de Ia bacteriologia v la histopatologia son utiles para la

elaboracion del diagnastico diferencial (42).

Los casos agudos de Actinobacillus plewropneumoniae tienen una historia
clinica y las lesiones macroscopicas patologicas son sugestivas si no son
“patognomonicas”. Un diagnostico tentativo puede ser elaborado e iniciar un

tratamiento basado en las lesiones macroscopicas y la historia clinica (42).

El aislamiento bacteriologico y la identificacion son necesarios para confirmar el
diagnostico (21,50). Los casos agudos, subagudos o cronicos pueden ser diferenciados
de otras causas de disnea, tos y retraso en el desarrolio en los cerdos en etapa de
crecimiento v finalizacion. Otros agentes o causas que pueden ocasionar cuadros
similares pueden ser Pasteurella multocida, Mycoplasma hyoprieumoniae, Salmonella
choleraesuis, Bordetella bronchiseptica, Streptococcus sp, enfermedad de Aujeszky,
Haemophilus parasuis, Mycoplasma hyorhinis, influenza porcina, Ascaris spp y
especies de Mevastrongylus, pero no son los unicos. Usando los métodos de diagnostico
descritos anteriormente se pueden diferenciar las infecciones de Actimobacillus

pleuropneumoniae con las antes mencionadas (42).



1.13.2. METODOS DE DIAGNOSTICO PARA LA PCP.

El diagnostico 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 de la PCP se emplean cuatro métodos:

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

2} Observacion de las lesiones a la necropsia de los animales muertos de casos
agudos o durante fa inspeccidn en los centros de abasto de los casos cronicos.

3) Aislamiento y tipificacton del Actinobacillus pleuropreumoniae de los pulmones
de los cerdos con problemas agudos o bien cronicos.

4) Diagnostico serologico que se leva a cabo en los cerdes vivos de las granjas.

El primer método no es confiable ya que solo los signos clinicos se presentan en
cursos agudos de la enfermedad, mientas que en casos cronicos pasa inadvertida (6).
Para el estudio patologico se requiere de los servicios de un médico veterinario

especialista en patologia (6).

El aislamiento y la tipificacion del microorganismo tarda de 48 a72 horas,
ademas de que para hacerlo es necesario contar con un laboratorio de bacteriologia y de
personal calificado (21, 24).

El método serolégico es el mis adecuado ya que se puede realizar en los
animales vivos con o sin signos clinicos, no requiere del sacrificio de los cerdos y es el
mas rapido. Este método se basa en la deteccion de anticuerpos en los cerdos con el fin
de determinar el “status inmune” de la granja y diferenciar aquellos cerdos que fueron

vacunados de los infectados (6).

Para el diagnéstico seroldgico de la PCP se cuenta con las siguientes pruebas:

a) Aglutinacion - Aglutinacion con particulas de latex, aglutinacion en tubo con
2-metanol, hemoagiutinacion indirecta (22,34).

b) Fijacion de complemento (38).

c) Prueba de ELISA (43).

d) Prueba de precipitacion (27)
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En algunos paises, e! diagnostico 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 el diagnastico serologico (60).
1.13.3, PRUEBAS SEROLOGICAS

En general las pruebas serologicas no son de gran utilidad cuando se presentan
los brotes agudos por Actinobacillus pleuropneumoniae pero son de gran ayuda para los
estudios epizootiologicos. Los titulos de anticuerpos de Actinobaciilus
pleuropneumoniae disminuyen rapidamente, de tal manera que titulos positivos indican
una infeccion actual o una reciente. La severidad de las lesiones y la prevalencia de las
lesiones cronicas puede influenciar la persistencia de los anticuerpos contra

Actinobacillus pleuropneumoniae (36, 52, 60).

1.13.3.1 PRUEBA DE FIJACION DEL COMPLEMENTO (FC)

La prueba de fijacion del complemento es la prueba mas empleada para el
diagnostico serolégico de las infecciones por Actinobacillus plenropneumoniae
detectando en esta prueba los anticuerpos del tipo 1gG, ya que los anticuerpos del tipo
IgM son inactivados previamente por el calentamiento a 60°C. Los sueros de los
animales que presentan un porcentaje de hemolisis mayor al 30% se consideraran
negativos y los que tengan una hemolisis menor al 30% se consideran positivos a la

infeccion por Actinobacillus pleuropreumoniae (31).

Esta prueba presenta algunos problemas técnicos como son: no diferencia a los
animales vacunados de los que presentan la infeccion y se pueden presentar falsos
positivos o negativos por la actividad anticomplementaria o procomplementaria que
posee el suero del cerdo. Es una prueba demasiado complicada que ocupa muchos
controles, ademas de que €l suero no debe estar hemolisado y por lo tanto la toma de

muestra sanguinea dei cerdo debera ser adecuada (38).
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1.13.3.2 PRUEBA DE ENZIMA LIGADA A INMUNOABSORBENTE (ELISA).

Para esta prueba se han desarrollado varias técnicas de obtencion del antigeno
que se emplea para la prueba pero por ninguna de ellas se han podido eliminar las
reacciones cruzadas que se presentan entre los serotipos presentes en Actinobaciflus
Pleuropneumoniae ni con Actinobacillus suis. Esta prueba detecta anticuerpos de la
clase IgG por medio del anticuerpo anti-fgG marcado con una enzima la cual
generalmente es fosfatasa alcalina o peroxidasa. La interpretacion se reliza marcando
un valor de “corte” de densidad optica siendo este valor el limite de diferenciacion entre

los animales infectados y los animales sospechosos (43,69).
1.13.3.4.PRUEBAS DE AGLUTINACION

Las pruebas de agiutinacion han sido de las mas cmpleadas para la
serotipificacion de Actinobacillus pleuroprnieumoniae. La interpretacion de estas

pruebas se realiza de la siguiente manera (22):

a) Son positivos los sueros de lo animales que presentan cualquier grado de
aglutinacidn y

b) Son negativos aquellos que no muestren aglutinacion.
1.13.3.5. AGLUTINACION EN TUBO

Detecta la presencia de anticuerpos de la clase IgM e IgG. Para esta prueba se
realizan diluciones desde 1:10 hasta 1:640. La interpretacion de esta prucba puede ser
graduada empleando cruces, dependiendo del tamafio de las paticulas que se formen, de
+ a 4+. El titulo se determina como la maxima dilucién del suero que da una reaccion

de 2+. Los sueros que tienen un titulo de 1:10 o mayor son considerados positivos (34).
1.13.3.6. PRUEBA DE LA NEUTRALIZACION DE LA HEMOLISINA
Se ha descrito una prueba de neutralizacion de la hemolisina, usando

sobrenadante de Actinobacillus pleuropneumoniae como fuente de hemolisina. Esta

prueba ha mostrado varias ventajas sobre las pruebas convencionales como serian: no
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son serolipo especificas, permiten diferenciar entre los animales vacunados y los no

vacunados y tiene buena sensibilidad (69).

1.13.4. SITUACION DEL DIAGNOSTICO DE LA PCP EN MEXICO.

En México, a partir del primer aislamiento del agente responsable de la PCP en
1978 (Actinobacillus pleuropneumoniae), se ha reportado que en los cerdos que ilegan a
loso rastros, el 2.7% de los pulmones observados presentan lesiones pleuroneumonicas
producidas Actinebacillus pleuropneumoniae serotipo 1, este serotipo es altamente
patogeno y es predominante en el pais. E! diagnostico de la PCP en México, se limita
solo a eso al diagnostico y no a la evaluacion del “stafus inmune” de la granja y le

prevencion de la enfermedad (6).

En México para la identificacion de la PCP se emplea el diagnostico clinico, el
patologico y el bactericlogico. El diagndstico serologico que es (til para el control y la
erradicacion de la enfermedad no se Heva a cabo, debido principalmente a [a falta de
costosa infraestructura como son laboratorios equipados y recursos humanos

capacitados (6).

1.13.5. PRUEBA DE AGLUTINACION EN PLACA DENOMINADA
“PLEUROTEST"

PLEUROTEST es una prueba de aglutinacion en placa disefiada para [a identificacion
directa de los anticuerpos capsulares de Actinobacillus pleuropneumoniae contenidos en
el suero del cerdo de cualquier edad, mediante un simple ensayo de aglutinacion en
placa que se realiza en unos minutos. La utilizacion de éstos equipos brinda la
oporiunidad de conocer el “status inmune” de la granja respecto a la enfermedad en un
momento y permite establecer las medidas de comtrol necesarias. El equipo de
diagnostico fue denominado PLEUROTEST. Ciprian y cols., (6, 9, 66).
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1.13.5.1, EXPLICACION DE LA FRUEBA

Los cerdos cuando se infectan con Actinobacillus plewropneumoniae desarrollan
la PCP, estos mueren o tlegan a recuperarse. En los pulmones de los cerdos que llegan
a sobrevivir perduran las lesiones cronicas o “secuestro™ que permanecen durante toda
la vida del animal y se consideran a éstos como portadores asinjomaticos. Si un cerdo
suffe de la PCP y es un portador asintomatico produce anticuerpos propios de la
enfermedad. Por el contrario, si un cerdo es vacunado contra la PCP y no ha estado en
contacto con Actinebacillus pleuropneumoniae desarrolla una ciase de anticuerpos

propios de la vacunacion.

PLEUROTEST esta disefiado para diagnostico in vitre, ofrece la Unica
oportunidad de distinguir directamente en las granjas porcicolas, si un cerdo ha sido
infectado con Actinobacilius pleuropneumoniae de campo y por lo tanto es portador de
la PCP o si el cerdo esta sano, esté o no vacunado contra la PCP, ademas no se requiere

de personal calificado para la interpretacion de los resultados.
1.13.5.2. PRINCIPIOS DEL PROCEDIMIENTO

La prueba de PLEUROTEST se basa en el principio de aglutinacion directa. El
suero de cerdo a evaluar es mezclado con el reactivo que contiene células completas de

Actinebacillus pleuropneumoniae tefido.

En el caso de un cerdo infectado por la PCP el suero contiene anticuerpos
especificos que reaccionan con los antigenos presentes en el reactivo, produciendo un
aglutinacién caracterizada por la aparicién de grumos en la mezcla, indicando un

resultado positivo.

En un cerdo sano el suero normalmente no contiene anticuerpos contra
Actinobacitlus pleuropneumoniae, si se tratara de un cerdo vacunado contra la PCP el
suero contiene anticuerpos especificos contra ¢l inmunogeno que no reaccionan con ef
antigeno empleado contra la elaboracién del PLEUROTEST, de tal forma que la

aglutinacion no se produce y no se observan grumas indicando resultado negativo.
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La prueba de PLEUROTEST se efectia en un maximo de 10 minutos y podra ser

realizada por personzl sin conocimientos técnicos.

1.13.6. SELECCION DE LA MEJOR PRUEBA DIAGNOSTICA.

Dentro de las principales enfermedades infecciosas que afectan a los cerdos, las
afecciones respiratorias son las que causan mayor impacto y mayor dificuttad para
controlarlas yfo emradicarlas, a continuacién se describe las caracteristicas de

Actinobacillus pleuropneumoniae;

Microorpanismo Edad inicial | Duradion de Ia Edad cuando | Periodo de { Reservorkn Forma de
De Inmunidad msterna | kos signos | incabacion transmision
deteecitn cedostral  (sfno:  la § clinicos son

inmunidad es | observadoa
protectiva)

Actinobacillus < 11 dias Con ELISA: 28 a 30 | Todas las | Horas Moscas Acrosoles
pleurcpneumoniae dias edades a | variable Péjaros Contacto directe
Biovariadad 1 Con newralizacién de | genenal: Rocdores
NAD dependiente hemolisma/ F.C.: 20 a | crecimiento/

21 dias finalizacion
Con aghttinacion: 20 a

26 dias.

(8i: probablemaite no

contra  todos  los

serctipos)

Modificado Amass, 1998 (1)

L.as pruebas serologicas y microbiologicas por lo tanto deben de poseer una
buena sensibilidad v especificidad, ya que en las granjas no se observa ningun problema
que pueda hacer pemsar que la PCP o la neumonia enzodtica, o la pasieurelosis
pulmonar o enfermedad de Glasser esten presentes. La serologia por ejemplo deberia de

utilizarse por lo tanto, entre otras, en las siguientes situaciones:

Confirmacion de una infeccion cronica, previa evaluacion de las  lesiones

puimonares tipicas.

Estudie de la cinética de anticuerpos en una granja infectada, para establecer

programas de vacunacién y/o medicacion por via oral (alimento/agua).

Identificacién de maternidades infectadas en el caso de la compra de lechones
para sistemas de tipo todo dentro, todo afuera. Este punto es importante, para
ia decision de muestrear madres, se debe tener en cuenta que hay baja
prevalencia, con titulos de anticuerpos bajos y por lo tanto se dificulta la

interpretacion (aqui la PCP deberd tratarse como una enfermedad de tipo
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individual, y muestrear a todas las marranas). En ¢l caso de los Jechones se
deberan de muestrear antes y después del destete a partir de las 8 semanas de

edad, dependiendo del sistema de produccion,

Verificacion de la respuesta de anticuerpos fremte a una vacunacion (se debera
de tomar en cuenta que tipo de inmunédgeno se ¢sta aplicando para interpretar

los resultados serolégicos con los diversos antigenos).

Estudios serologicos tendientes a un programa de erradicacion

Existen numerosos criterios que determinan cual es la mejor prucba de
diagnostico para una situacion dada e incluyen: costo, sensibiiidad, especificidad,
rapidez y disponibilidad, todos esos criterios pueden ser correlacionados a la situacidén

especifica (72).

Los laboratorios dedicados al servicio de la industria porcina, que cuentan con
una buena infraestructura diagndstica, como son los laboratorios de diagnéstico de los
Estados Unidos (72} y probablemente algunos de Salud Animal de México (70) estan

enfocados basicamente entre otros, a estos objetivos:

a) A identificar Ia causa precisa del brote agudo de la enfermedad (desde el diagndstico
de la enfermedad hasta la elaboracién de seroperfiles), lo cual permite precisar los
métodos de control, para ser ripidamente implementados; permite colectar datos de
la enfermedad, para establecer las estrategias de los cambios de manejo, que

permitiran prevenir ¢l mismo problema, en el siguiente ciclo de produccion

b) A identificar y eliminar a los animales expuestos conocidos (aplicando la serologia
ampliamente) para erradicar ciertas enfermedades reguladas por el Gobierno Federal

{como es el caso de la Brucelosis)
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Las reglas de “oro™ para ¢l Dr. Zeman (72) y que muchos patologos y microbidlogos

compartimos para el diagnostico de una enfermedad clinica es:
1°. Identificar las lesiones patologicas que expliquen la aparicion de los signos clinicos.

2°. Identificar los patdgenos o factores (traumas, toxinas, medio ambiente entre otros)

que son conocidos y que estan produciendo estas lesiones.

La identificacion en ambos casos es critica, ya que actian en forma sinérgica
para producir un diagnbstico definitivo. La investigacion de las enfermedades
infecciosas, con solo la observacion de las lesiones sin el soporte microbiologico,
restringe considerablemente las posibilidades del diagnostico, asi un diagndstico
definitivo por solo las lesiones no puede ser posible.

EJEMPLO: Meningitis purulenta en cerdos de 2 semanas de edad: Meningitis
bacteriana. Para el diagnostico definitivo es necesario realizar cultivos para identificar a:
Streptococcus suis, Haemophilus parasuis, Escherichia coli y otros patogenos. Si fuera
al contrario, la identificacion de estos agentes (ain aplicando las técnicas de PCR) y gue
no correspondieran a las lesiones patologicas encontradas, es solo la identificacion de

potenciales patogenos que son ubicuos en la piara y en las instalaciones (72).

Si la razén de la prueba de diagnostico es algo (herramienta diagnostica) para el
diagnostico clinico, muchas veces es muy importante clarificar la meta precisa de la
prueba. Si se desea determinar el ambiente limpio de una enfermedad dada, varios
factores deben ser considerados en la prueba diagnostica, como serian: sensibilidad,

especificidad, nivel de prevalencia esperada y nivel de confianza satisfactoria.

a) Sensibilidad: Es la habilidad de una prueba para detectar a todos los verdaderos
positivos,
b) Especificidad: es ia habilidad de una prueba para detectar solo a los verdaderos

negativos.
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Si la prueba es 100% sensible no presentaria falsos positivos (no falla para detectar a
los verdaderos positivos), si la prueba es 100% especifica no presentaria falsos
negativos (no falla para detectar a los verdaderos negativos). Sin embargo, la
sensibilidad y la especificidad van de la mano, es decir cuando se afecta una también la
otra. El efecto esperado es cuando aumenta la sensibilidad, puede disminuir la
especificidad o bien cuando aumenta la especificidad, puede disminuir {a sensibilidad.
Si fuera 100% sensible y 100% especifica se estaria frente a una prueba perfecta.
Desafortunadamente existen pocas pruebas perfectas en el mundo, y se tiene que

determinar un cierto nivel de aceptabilidad, como ocurre con el PCR (72).

El nivel de aceptabilidad esta relacionado a la pregunta especifica que se intenta
responder. Si la decision a tomar es la erradicacion de una enfermedad dada, la Normas
Oficiales indican que la prueba debe de tener una alta sensibilidad, para identificar a los
infectados en forma individual. La prueba mas sensible seria preferida, si ia
especificidad estuviera insignificantemente comprometida, ya que durante la
erradicacion un falso positivo raro (verdaderamente negativo) seria mejor para el
proceso del mismo, que un falso negativo raro (verdaderamente positivo), ya que estos
animales falsos negativos estarian diseminando la enfermedad en la demas poblacion, y

afectaria seriamente el proceso de erradicacion (72).

En general, Ia sensibilidad de una prueba es de suma importancia, cuando los
animales probados resultaron positivos fueron los que produjeron la enfermedad en la
piara sana y limpia, y fueron los que causaron el brote. Asi. la especificidad se convierte
de suma importancia, cuando hay interés que un falso positivo no ponga fin a la utilidad

de un animal valioso (55).

El costo de las pruebas de laboratoric en medicina veterinaria {sobretodo en la
porcicultura) es siempre un problema, en algunas ocasiones €l costo de 10.00 dolares
por prueba, puede ser util, sin embargo, el costo de 25.00 délares por prueba, afectaria
seriamente la economia de la produccién animal. En otras ocasiones €l costo de 50.00
dolares por prueba, puede ser de gran utilidad por la prevencion de peérdidas

econtomicas.
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Ahi es donde se tiene que tener muy claro, que pregunta especifica se quicre
contestar con la prueba a utilizar y que a la vez sea economica. La popularidad de la
prueba afecta también e! precio, una demanda de la prueba hace que el laboratorio,
adquiera los reactivos necesarios para llevarla a cabo y la hace menos cara. De ahi, que
fos laboratorios esten considerando el costo de las nuevas pruebas y las estén
comparando con el costo de las “viejas” pruebas, y a la vez esten analizando las

ventajas y desventajas de las mismas (70, 72).
1.13.3.7. La prueba 2-ME-TA y ELISA

Han sido propuestas como pruebas serologicas para Actinobacillus
pleuropneumoniae y son prometedoras para uso de rutina. Ambas pruebas 2-ME-TA o
ELISA son altamente especificas y mas sensibles que la prugba de FC. La prueba de
ELISA es faciimente automatizable, ademas de ser econdmica y requiere menos tiempo
que la prueba FC, Una desventaja de estas pruebas, es que presentan reacciones
cruzadas entre serotipos, pero esto no interfiere con su utilidad como prueba rapida de
tamiz. Una mayor sensibilidad se puede obtener por el empleo de los antigenos de
cepas poliespecificas para propositos de tamizar y determinar la presencia de
Actinobacillus pleuropneumoniae en una piara. Si se obtienen resultados positives con
el anmtigeno poliespecifico, se pueden emplear antigenos monoespecificos para

serotipificar (43).

La prueba de BAHIA (Blood Agar Hemolysin Inhibition Assay) se basa en Ia
neutralizacion de las toxinas que produce Actinobacillus pleuropneumoniae en el medio
de cultivo sélide con sangre y con suero de animales convalesientes o cronicos, que solo
tendrin anticuerpos anticitolisinas, porgue estan infectados, asi mismo, si la toxina
excretada por Actinobaciflus plenropneumoniae  produce hemolisis en el agar sangre en

presencia de suero de un cerdo, esto se interpreta comoe un animal sano. (69).
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2.0. OBJETIVO GENERAL

Comparar dos técnicas para determinar la presencia de anticuerpos y realizar un perfil
serolégico en granjas con problemas de pleuroneumonia contagiosz porcina y

determinar el status inmune en los cerdos.

2.1. OBJETIVOS PARTICULARES.

2.1.1. Determinar anticuerpos por la pmeba de Pleurotest.

2.1.2. Determinar anticuerpos por la prueba de inhibicion de la hemolisina.

2.1.3. Obtener el perfil seroldgico de anticuerpos de cerdos infectados versus
anticuerpos de cerdos vacunados de Acrinobacillys pleuropneumoniae (ApXIl) usando la

prueba de inhibicion de la hemolisina en un soporte liquido.

2.2. HIPOTESIS:

Que Ia prueba de ia inhibicion de la hemolisina es capaz de detectar sueros positivos a la

enfermedad de la pleuroneumonia contagiosa porcina.
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3.0 MATERIALES Y METODOS

3.1. Granjas:

Dos granjas fueron seleccionadas para este estudio, la granja “A” localizada en
el estado de Michoacdn, tenia animales vacunados (tos cerdos fueron vacunados dos
veces por via intramuscular, la primera dosis fue dada a las seis semanas de edad y la
segunda dosis a las catorce semanas de edad), a continuacion se describe el calendario

de actividades:

GRANJA “A”. Granja localizada en Michoacin, en donde se muestreardn 55

animales, durante las 16 semanas de edad y que fueron previamente identificados con

aretes.
NUMERO DE TOTAL
MUESTREO 1° 2% 3. 4%, 4
EDAD 6 SEMANAS 8 SEMANAS | 14 SEMANAS | 16 SEMANAS
GRUPO
CONTROL SIN 11 1 11 i) 44
VACUNAR
GRUPO
VACUNADO 4“4 4 44 “ 176
POR V1A IM
TOTAL 55 55 55 55 220

La otra granja “B” localizada en el estado de Jalisco que también tenia animales
vacunados (los cerdos fueron vacunados dos veces una a las seis semanas y ofra a las 11
semanas de edad, por via intramuscular y por via subcutinea respectivamente),a

continuacion se describe el calendario de actividades:
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GRANJA “B”. Granja localizada en Jalisco, en donde se muestrearon 51

animales, durante las 13 semanas de edad y que fueron previamente identificados con

aretes.

NUMERO DE
MUESTREO

1°

2%

3~

4.

TOTAL
4

EDAD

6 SEMANAS

8 SEMANAS

11 SEMANAS

13 SEMANAS

GRUPO
CONTROL SIN
VACUNAR

11

11

11

GRUPO
VACUNADO
POR VIA IM

30

30

30

30

120

GRUPO
VACUNADO
POR VIA §C

10

10

10

10

TOTAL

5t

51

51

51

204

3.2 Vacuna.

Las dos granjas fueron vacunadas con una vacuna subunitaria comercial,

compuesta de una proteina de membrana externa (OMP: Outer Membrane Protein) y de
un toxoide & base de ApXI (PM de 105 d); de ApXII (PM de 103 d) y ApXIIl (PM de

120 d) en adyuvante acuoso. Los cerdos se vacunaron a la dosis de 2.0 ml/animal por

via intramuscular (IM) ¢ por via subcutanea (SC).

3.3 Muestreo.

De 1a Granja A: se identificaron 44 cerdos y fueron muestreados cuatro veces a

intervalos del primer sangrado hasta el final de 2, 6 y 2 semanas, identificados como

grupo intramuscular (GI) , mientras que otros 11 cerdos conformaron el grupo control

sin vacunar {GC) y fueron muestreados al igual que el grupo GIL.
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De la Granja "B" se identificaron 30 cerdos vacunados por via intramuscular y
se muesttearon 4 veces a intervalos del primer sangrado hasta el final de 2, 3, y 2
sernanas;, haciendo un total de 120 sueros v se conformé el grupo intramuscular (GI);
asi mismo, se identificaron otros 10 cerdos y se muestrearon 4 veces, en los mismos
intervalos, haciendo un total de 40 sueres y se conformd el grupo vacunado por via
subcutinea (GSC), finalmente se seleccionaron 11 cerdos que también fueron
muestreados cuatro veces haciendo un total de 44 sueros y se conformé el grupe control

sin vacunar (GC).

El muestreo se realizd a diferentes edades, considerandose el sangrado basal en
la semana seis para la determinacion de anticuerpos inhibidores de la hemolisis y
anticapsuta. Para la granja “A” los sangrados fueron 6, 8, 14 y 16 semanas de edad, los
cuatre sangrados fueron de un tota! de 220 sueros. De la granja “B” los animales fueron
sangrados a las 6, 8, 11 y 13 semanas de edad, los cuatro sangrados en esta granja

fueron de 204 sueros en total,
3.4. Cultivo:

Se prepard un cultivo de 6 horas de Actinobacillus pleuropneumoniae serotipo |
ApXI utilizando un medio liquido de RPMI.1640 (sigma Chemical), se le adiciono
NAD al 10% (v/v}, ademas se le adiciond CaCl; y se incubd durante 6 y 7 horas a 37
°C. El sobrenadante se obtuvo por centrifugacion, se almacend una parte a —70 °C, y se
le determiné la presencia de hemolisina, a la otra parte se le adicioné un inhibidor de
proteasa (20 ug/ml) denominado leucopeptin {(Sigma Chemical) (67). Durante la
incubacion de Actinobacillus pleuropneumoniae serotipo 1, se le determind la

produccion de la hemolisina cada hora, hasta obtener un titulo maximo a fas 6 horas.
3.5. Purificacion de la hemolisina:

Se concentrd y purifico parcialmente por medio de una membrana de exclusion
de peso molecular de corte a 100,000 trabajandose con la fraccion retenida en la cual se
encontraba la hemolisina ApXI. El fluido retenido fue alicuotado y congelado a -70 °C
y también se adiciond un inhibidor de proteasas (leupeptin) y se guardo hasta el

momento de su empleo en pruebas seroldgicas.
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3.6. Prueba de la inhibicién de la hemolisina:

A las muestras se les determinaron los titulos de anticuerpos contra la citolisina
ApXI pot Iz prueba de inhibicion de la hemolisina ([Hem). E! desarrollo de la prueba de
IH se realizd de acuerdo a la técnica descrita por Udeze y Kadis (67) que consistio en
preparar eritrocitos de bovino, estos se obtuvieron en la solucion de Alsevers, se dejaron
reposar 24 horas. Y se iavaron con una soluciéon amortiguadora a pH=78 y se
estandarizo al 1% en 500 pl de una solucion de NaCl 0.15 M, para realizar diluciones
dobles de las muestras en una solucion salina de calcio tris-amortiguade (TBCS) (20
mM 1ris-HCl, 5mM CaCl; y 150 mM NaCl; pH 7.8).

Después de un periodo de incubacion a 37 °C , los tubos fueron centrifugados
(8,000 x g, 1 minuto) vy los sobrenadantes fueron medidos a una longitud de onda de
A 545 nm. Una unidad hemolitica {HU) fue definida como la cantidad de hemolisina
activa presente en la dilucién que resultd con una lisis de los eritrocitos del 50 %. La
absorbancia de referencia de valor para 50% de lisis fue determinada por la lisis de los
eritrocitos contenidos en 0.25 ml de la suspension con un mi de agua. La dilucion
correspondiente a 50% de lisis fue determinada por la formula del doble punto de
interpolacion. El titulo un UH por mililitro fue expresado como el reciproco de la

dilucion que correspondio al 50% de lisis, multiplicado por dos.

3.7. Prueba de Aglutinacitn

Todos los sueros de las granjas “A” y de la granja “B” fueron probados con el
reactivo de la prueba "PLEUROTEST", para diagnosticar los serotipos 1,3,5,7 de

Actinobacillus pleuropneumoniae.

La prucba con PLEUROTEST se efectda en un maximo de 10 minutos. El
frasco con el reactivo se deja a temperatura ambiente, durante 10-15 minutos.
Utilizando la pipeta se coloca una gota de suero problema en una de las celdas de la
placa.Se coloca una gota del reactivo se mezcla con el suero problema con el palitlo

mezclador y la presencia de aglutinacion da la prueba positiva.
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4. RESULTADOS

El titulo maximo encontrado en el cultivo de Actinebacillus pleuropneumeniae
serotipo 1 fue a las 6 horas de incubacion, en donde a la dilucion de 1:2 tuvo una
absorbancia de 0.498 y un 62.7 % de hemalisis, seguida de la dilucion 1:4 que tuvo una
absorbancia de 0.455 y un 56.6 % de hemalisis. Con esta dilucion se realizaron las

pruebas de inhibicion de la hemolisina con los 424 sueros muestreados.
Granja A (Michoaciin)

Los sueros de los cerdos del grupo control {GC) mostraron al inicio titulos en
promedio de 10%? de IHem, que se elevaron a 10** a la semana 8 y 10° ala semana 14 y
decrecieron a 10**, en el caso de los cerdos vacunados por via intramuscular (GI) , el
comportamiento a los 6 y 8 semanas fue del 10%> y se elevo a 10" en la semana 14 y
decrecio a 10** en la semana 16. En relacion a la prueba de aglutinacién en placa
(PAP), en la semana 6 se detectaron reactores positivos a Actinobacillus
pleuropneumoniae serotipos | y 5 en ambos grupos, y solo en la semana 16 se detectd

el serotipo 1 en los cerdos vacunados (Figura 1 ).

Resultados de las pruebas de Aglutinacion (PAP) y de la Inhibicion de la

Hemolisis (IHem).
NUGMERQ DE
MUESTREO 1% 2° 3. 4.
EDAD 6 SEMANAS 8 SEMANAS | 14 SEMANAS | 16 SEMANAS

TECNICA (PAP) Tit | (PAP) Tit | (PAP) Tit | (PAPY | Tit
% 1Hem Y% [Hem % IHem % IHem
(Ser) (Sen) (Ser) (Ser)

GRUPO
CONTROL SIN | 10(1} | 1023 o 1025 0 1039 | 40 (1) | 102
VACUNAR 14 (5)
GRUPO
VACUNADO | 10(1) | 1023} 0 1028} 0 107 0 1028
PORVIAIM | 14(5)
GranjaB (Jalisco)
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Granja B (Jalisco)

En los sueros de los animales del grupo coatrol sin vacunar mostraron titulos
iniciales de 10 2° TH al inicio del estudio y se elevaron a 10 > a las 8 semanas hasta
llegar a 10 en la semana 11 para el siguiente muestreo bajo a 10 ** El comportamiento
de la serologia en los cerdos vacunados por via subcutanea (GSC) e intramuscular (GI)
mostrd el mismo patrén en un promedio de titulos en donde en la semana 6 tuvieron
10%; semana 8, 10 *%; semana 11, 10*® y semana 13, 10°. En relacion con fa prueba de
aglutinacion en placa (PAP) solo se detectaron a la semana 11, el serotipo 1 en los
cerdos del grupo control y en los vacunados por via intramuscular (GI) y sol6 en la
semana 13, se encontraron reactores positivos al serotipo 7 en los cerdos controles
(Figura 2).

Resultados de las pruebas de Aglutinacion en placa (PAP) y de la Inhibicidn de la

Hemolisis (IHem).

NUMERO DE
MUESTREO 1° 20 3 4°.
EDAD 6 SEMANAS | 8 SEMANAS | 11 SEMANAS | 13 SEMANAS

TECNICA {PAP) | Tit [(PAP) Tit [(PAP) | Tit [(PAP) | Tit
% IHem % Hem % IHem % THem
(Ser) {Ser) (Ser) (Sen)

GRUPO
CONTROLSIN | © 102¢| 0 10%¢ | 20 (1)} 1040 [ 25 (7)| 1032
VACUNAR

GRUPO
VACUNADO | 0 [1020( o {102%|20(1)]104°| o |103°
POR VIA IM

GRUPO
VACUNADO 0 1020} 0 {1022 O (104¢]| O | 103
POR VIA SC
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5. DISCUSION

Las pruebas de diagnostico serologico se llevan a cabo en los cerdos vivos
presentes en las granjas o en los cerdos en los centros de abasto. El método seroldgico
es uno de los mas adecuados, ya que se puede realizar en los animales vives con y sin
signos clinicos, ne requiere del sacrificio de los cerdos, es mas rapido y nos permite
hacer perfiles de {a enfermedad, identificando el punto de infeccion en la granja, ademas
permite identificar los serotipos prevalentes, como sucede con Actinobacillus
pleuropneumoniae. Para el diagnostico seroldgico de fa PCP, se encuentran algunas
pruebas tales como; aglutinacion, aglutinacion con particulas de latex, aglutinacion lenta
en tubo; aglutinacion lenta en tubo con 2-mercaptoetanol, hemoaglutinacion indirecta,
fijacion de complemento, todas ellas a base del cuerpo bacteriano de Actinobacillus
pleuropneumoniae y las prucbas de ELISA a base de proteinas de membrana externa, 6
de LPS y recientemente de capsula; entre otras. Pocas de estas pruebas se realizan en
México, y las que se utilizan son mas para estudios de investigacidbn que para
diagnéstico, debido principalmente a la falta de infraestructura, equipo, y personal

capacitado, que solo los laboratories de las Universidades e Institutos cuentan (5).

Recientemente se ha diagnosticado la PCP por la presencia de anticuerpos por lo
menos contra una de las tres citolisinas ApXl, ApXIl y ApXIll en el suero de animales
infectados (69). Basandose en este mismo principio, se preparG una prueba de
inhibicion de 1a hemélisis {IHem) utilizando la toxina ApXl de Actinobacillus
pleuropneumoniae, que no detecta solo la del serotipo 1 sino gue también existen otros
serotipos que ia excretan como son los serotipos 5, 9 10 y 11. De tal manera que la
prueba experimentada en este trabajo solo contestaria la pregunta que animales estédn
infectados o no infectados, asi misme no identificaria el serotipo o los serotipos
prevalentes en una misma granja, como lo hacen las pruebas de aglutinacion. Asi
mismo, esta prueba realizada en soporte liquido fue facil de llevar a cabo y menos

laboriosa y detecto anticuerpos de infeccion (4).

Los sueros probados en la granja “A”, los titulos encontrados fueron para la
semana 6, y para la semana 8 pricticamente los mismos, para la semana 14 se elevaron;
en la 16 los titulos decrecieron, en forma muy parecida. Los sueros probados en ia

granja “B”, los animales del grupo control, vacunados por via intramuscular y por via
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subcutanea, presentaron el mismo titulo a la semana 6; y a Ja semana 8 incrementaron
para los cerdos vacunados por via subcutinea; grupo control y vacunados por via
intramuscular respectivamente; para la semana 11, los tres grupos presentaron un
mismo y elevado titule y para la semana 13 decrecieron para los cerdos vacunados por
via subcutanea; el grupo vacunado por via intramuscular en la primera vacunacion
aparentemente elevd los titulos, sin embargo la segunda vacunacion al parecer los
disminuyo6, probablemente por la misma neutralizacion del toxoide presente en la

vacuna.

La prueba de aglutinacion PLEUROTEST identificé a los serotipos prevalentes
en las dos granjas en el periodo de Tas 8 a las 13 6 16 semanas, o que confirman que la
prueba solo identifica anticuerpos de infeccion de tipo capsutar. Con la prueba de
aglutinacion PLEUROTEST se detectaron anticuerpos anticapsula, de tipo cronico, ya
que los anticuerpos en la granja “A” y “B” desde la semana 11 hasta la 16 fueron
propios de una infeccién y no producto de una vacunacion. En los cerdes de 1a granja
“A”, vacunados por via intramuscular a las semanas 6 y 14 solo se pudieron detectar
anticuerpos con PLEUROTEST hasta la semana 14; mientras que en los cerdos
vacunados subcutaneamente a la semana 6 y 11 solo se detectaron anticuetpos
anticapsula a la semana 8 y 11, lo que determina posiblemente que los cerdos tienen un

secuestro pulmonar (4, 7).

La prueba de Them al parecer interfiere con los anticuerpos generados de la
vacuna subunitaria comercial, compuesta de una proteina de membrana externa (OMP:
Outer Membrane Protein) y de un toxoide a base de ApX1 (PM de 105 d); de ApXIl
(PM de 103 d) y ApXIII (PM de 120 d) en adyuvante acuoso. Sin embargo, los datos
encontrados con la prueba de neutralizacion de la hemolisina ApXI, mostraron que los
anticuerpos vacunales no interferieron con producidos por una infeccion (Fenwick

2000, comunicacion personal).

La prueba IHem no diferencié anticuerpos producidos por ia vacunacion, de
aqueflos producidos por una infeccion. Las dos granjas fueron vacunadas con un
toxoide a base de una proteina de membrana externa y citolicinas ApXl, ApXII y
ApX1Il; en la granja "A” se vacuno 2 la semana 6 y se vacuno a la semana 11, mientras

que en la granja “B” se vacunaron dos grupos uno por via intramuscular y otro por via



38

subcutanea en la semana 6 y se revacunaron en la semana 11, por lo tanto la presencia
de anticuerpos anticitolisina ApXI deberian ser producto de la vacunacion, sin embargo,
3i se comparan los resultados de los controles de las dos granjas, los cuales no fueron
vacunados, se observa que presentan los mismos titulos, lo que sugiere que los
animales, ya estaban infectados y la vacuna no estimulé la produccion de

inmunoglobulinas o [a vacuna no protegio.

La prueba de BAHIA se basa en la neutralizacién de las toxinas que produce
Actinobacillus plenropneumoniae serotipo 1, en el medio de cultivo sdlido con sangre y
con suero de animales convalesientes o cronicos, que solo tendran anticuerpos
anticitolisinas, porque estan infectados, asi mismo, si la toxina excretada por
Actinobacillus pleuropneumoniae produce hemolisis en €l agar sangre en presencia de
suero de un cerdo, esto se interpreta como un animal sano & no vacunado con

inmunodgenos a base de toxoides (69).

La prueba de inhibicion de la hemélisis (IHem) establecida en este trabajo, en
donde la ApXI esta presente en la fase liquida, permitid hacer diluciones del suero
sospechoso y encontrar los titulos de anticuerpos contra la citolisina y se determiné asi
una dinimica de anticuerpos producida por una infeccion con Actinobacillus
pleuropneumoniae serotipo | o bien por una posvacunacion con estas toxinas en forma

de toxoides que la industria farmacéutica veterinaria utiliza en forma rutinaria.

La dinimica serologica con la prueba de [Hem encontrada en los sueros de los
mismos animales del grupe control de la granja A, mostré que desde un inicio se
estaban incrementando los titulos serologicos, mientras que con la prueba de
aglutinacion en placa PLEUROTEST se detectaron los serotipos 1 y 5 de Actinobacillus
pleuropneumonive en menos del 10% de los animales, este perfil indico claramente que
los anticuerpos contra los serotipos 1y 5 eran de origen materno y aunque en la semana
% que fueron vacunados, los cerdos apenas estaban infectindose con estos serotipos
prevalecientes en la granja “A”. Sin embargo, solo fue identificado en mas del 40% de
los animales probados en la semana 16, mientras que los titulos de Them empezaron a
declinar. El grupo de cerdos vacunados se observo claramente que en la primera
vacunacién se elevaron los titulos lhem, asi como [a presencia de anticuerpos

anticapsula de Actinobacillus pleuropneumoniae serotipes 1 y 5. Sin embargo, con la
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segunda vacunacidn no se observé la respuesta secundaria clisica, y los titulos
encontrados fueron declinando, es probable gue sea por la misma neutralizacién por
parte del toxoide presente en la vacuna, y solo se detectaron anticuerpos contra e!
serotipo 5 en la semana 14 y no contra el serotipo 1, la presencia de anticuerpos contra
¢! serotipo 5 en este periodo no indica que los animales se infectaron entre la semana 6
y 14.

La dindmica seroldgica con la prueba de Them encontrada en los sueros de los
tmismos animales del grupo control de 1a granja B, mostré que desde un inicio también
se estaban incrementando los titulos, ain mas en el grupo de cerdos vacunados por via
subcutinea, mientras que los grupos contro! y vacunados por via intramuscular tuvieron
un comportamiento similar. Con la prueba de aglutinacion en placa PLEUROTEST no
se detectaron los serotipos Actinobacillus pleuropneumoniae en los animales que fueron
vacunados tanto por via subcutanea como por via intramuscular en la semana 6 como en
la 8. Sin embargo, solo fue identificado en menos del 10% de los animales probados en
la semana 11 y 13, los serotipos | y 5 de Acnl'nobacillus pleuropneumoniae, mientras
que los titulos de FHem también empezaron a declinar. El grupo de cerdos vacunados se
observo claramente que en la primera vacunacion se elevaron los titulos Them, asi como
la presencia de anticuerpos anticapsula de Actinobacillus plenropneumoniae serotipos 1
y 5, sin embargo, con la segunda vacunacion no se observo la respuesta secundaria
clasica, y los titulos encontrados fueron declinando, es probable que sea por la misma

neutralizacidén por parte del toxoide presente en la vacuna.



6. CONCLUSIONES

1. Los titulos de anticuerpos contra la citolisina ApX 1 fue determinada por la

prueba de inhibicion de la hemolisina en soporte liquido.

2. Los sueros también reaccionaron con la prueba de aglutinacion PLEUROTEST

para serotipificar al Actinobacillus pleuropnenmoniae.

3. En la granja “A” la prueba de aglutinacion identificé anticuerpos maternos
contra los serotipos 1 y 5 a partir de la sexta semana, mientras que solo hasta la
16 semana los cerdos tuviercn sus propios anticuerpos y fueron detectados solo

para el serotipo 1.

4. Los anticuerpos IHem para los grupos vacunados y no vacunados se observo el

mismo comportamiento, para {a semana 6 y para la semana 16.

5. En la granja “B” en el tiempo cero no se¢ detectaron anticuerpos contra ios
serotipos incluidos en PLEUROQTEST (1, 3, 5 y 7), Unicamente en la 11" semana
se detectaron los serotipos 1 y 7 de Actinobacillus pleuropreumoniae, mientras

que en la 13° semana fie detectado (nicamente ¢l serotipo 1.

6. Se detectaron los anticuerpos [Hem en los cerdos vacunados subcutaneamente e
intramuscularmente, en la semana 8, en todos los grupos vacunados por via SC

tuvieron ¢l mismo titulo en las semanas 6, 11 y 13 y fue en forma ascendente,

7. Con la prueba de aglutinacién los anticuerpos de los animales infectados

comenzaron a ser detectados, cuando ya tenian dafio en el pulmon.

8. Posiblemente con la prueba de [Hem se detecto la infeccion en la semana 8 y 14
de la granja "A” y en la semana 8 y 11 en la granja “B” etapas en las que fueron

vacunados con el toxoide comercial.
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