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Justificacion.

El siguiente trabajo se realizo pensando en la repercusiones que tiene la enfermedad
causada  por HAcrinvbacillus pleuropneumoniae, Representa en la acrualidad una de las
enfermedades respiratorias porcinas de mayor imerés; en el mundo y que produce muchas
bajas ccondmicas cn cl sector porcino esto esta ligado a la uha'n;mnalidad causada por ia

enfermedad, retraso en el crecimiento de los animales, perdidas en la ganancia diaria de

peso ¥ gastos en medicacion,

. TESIS CON
| FALLA DE CRIGE




Resumen.

I.a pleuroncumonia porcina es una de las enfermedades bacterianas mas importantes que
afecta al tracto respiratorio porcino.

Esta ¢s producida por Actinobacilius plewvropnewmoniae  y se caracteriza por producir
signos que varian de acucrdo a la edad del animal, su estado inmunitario las condiciones
ambientales ¥ ¢l grado de exposicion al agente infeccioso, una de las lesiones caracteristicn
s una neumonia necrotico-hemorragica con pleuritis fibrinosa.

1 curso clinico de la enfermedad pucde adoptar tres preseniaciones hiperaguda, aguda y
cronica. La enfermedad esta ampliamente distribuida en los paises productores de porcinos
de los cinco continentes su control se puede realizar mediante la utilizaciéon de antibidticos
Yy vacunas.

Esta enfermedad fue observada por primera vez en los Estados Unidos por Pattison en
1957. El periodo de incubacidn s variable dependiendo de la virulencia de ta cepa.

La presencia en la explotacién de otras enfermedades inmunosupresoras como Awjessky o
PRRS, favorccen la entrada de Actinobacillus pleuropneumoniace, su principal via de
diseminacian es por via aérea atraves de acrosoles aunque solo a cortas distancias.

Se han identificado dos biotipos que se clasifican en base a la dependencia de NAD para su
crecimicnto siendo ¢l biotipo | NAD (+) y ¢l mas importante por ser ¢l mas patégeno y el
mas comun, y el biotipo 2 NAD (-). En ¢l biotipo uno se integran 12 serotipos y su
especificidad se debe a polisacaridos capsulares y LPS.

La virulencia de Acrinobucillies pleuropneumoniae, s multifactorial, integrados por la
suma de distintos factores intracelulares v secretados. Entre los primeros se incluyen
componentes de la membrana externa, como lipopolisacaridos, la capsula y las fimbrias;
micentras que en los segundos se incluyen sus toxinas Apx (operones) siendo estas uno de
sus factores de virulencia mas importantes ¥y que contribuyen con la capacidad invasiva de
la bacteria, sirven como un mecanismo de sobrevivencia en el interior de macrofagos y
neutrofilos y ademas son responsables de producir dafios tisulares y el desarrollo de las
tesiones  necrotico . hemorragicas  caracteristicas  de esta enfermedad.  Actuando
sinérgicamente con las citocinas proinflamatorias y con la alta infiltracién de macrofagos y
neutrofilos.

La especiticidad de especie esta dada principalimente por los receptores especificos
contenidos en tracto respiratorio del pulmoén porcino tanto para las timbrias de esta bacteria
como para la molécula lipido A uno de los 3 componentes que constituyen a los
lipopolisacaridosde las bacterias Gram (-), siendo esta molécula su principal adhesina.

La muerte de los animales comuanmente ocurre por una respuesta inmune exacerbada,
provocada por csta bacteria, esto debido a la secrecion de citocinas proinflamatorias como
son FNTa, IL-1, IL-6, IL-8 ¥ la infiltracion de MQS y NQS, ecstos factores actuan
sinergicamente con los tactores de virulencia de esta bacteria principalmente con sus
toxinas v LPS a los cuales se les responsabiliza de producir daios tisulares. Ademas la
respuesta inmune humaoral también se ve alterada por que las toxinas Apx de esta bacteria
atectan a los linfocitos Th2 CD4 se producen lesiones en los drganos linfoides secundarios
{avorecicendo con esto la cronicidad del proceso.




1. Introduccion.. .
1.1. Impacto en la industria porcina.

En la actualidad, la insuficiencia de alimentos a nivel mundial ha obligado a los
productores de cerdos a incrementar su produccion, para cubrir las demandas. Los avances
de industria porcina, sc pucden encontrar, en cualquicr renglon: nutricion, instalaciones,
mangjo, genética v diagnostico; pero ¢l area de la sanidad ( enfermedades), continua
siendo una gran limitante para la produccion porcina (34).

Por lo tanto la situacién actual en la produccion porcina, se encuentra en condiciones muy
distintas a las que se daban hace tan sélo unos aftos. Eso mismo ocusre en las patologias
respiratorias y con las terapias que se han impuesto para su control.

Estas patologias a las que nos enfrentamos hoy ¢n dia son de origen multiple con la
participacién dc virus, bacterias y micoptasma, la inmunosupresion local o sistémica que
crean algunos de estos patogenos, explican los malos resultados que se¢ obtienen, cuando
todo ¢! control de los procesos se basa en la aplicacion de terapia antibiotica en un brote
de enfermedad (25).

De las neumonias causadas por estos patdgenos en el cerdo la pleuroncumonia contagiosa
porcina (PPC), ¢s producida por Actinobacillus pleuroprneumaoniae porcino (APP) y es
reconocida como la mas nociva dentro de un granja debido a las repercusiones que ticne:

1. Presenta una mornalidad elevada de animales en las etapas de crecimiento y
engorda, donde se ha hecho una clevada inversion.

2. Los animales que sobreviven a la enfermedad quedan como portadores sanos,

infectando a animales susceptibles, ademas estos animales tienen retraso en su

crecimiento y engorda por esto hay una inversion mas alta para la salida al

mercado.

Este retraso de los animales sobrevivientes a la enfermedad provoca una alta

densidad de animales en los corrales de finalizacion provocando la transmision

del microorganismo.

4. Los pastos por concepto de tratamiento, bacterinas y diagnostico se
incrementan.

5. La mano de obra se ve disminuida en otra areas  por brindar mas atencion a los
animales enfermos ( 34).

w

1.2 Descripcién de la enfermedad

La PPC, tiene tres presentaciones, hiperaguda, aguda y cronica, la pleuroneumonia

aguda esta asociada a una gran mortalidad (7.17); al inicio del brote se observa en
animales de tadas las edades pero a medida que pasa ¢l tiempo y aumenta {a inmunidad de
ia piara, la enfermedad se limita a animales de finalizacion: a diferencia de otras bacterias
de localizacion respiratoria (7).
APP e¢s una bacteria que compite exitosamente con otros microorganismos en la produccion
de enfermedades respiratorias, la severidad de esta enfermedad esta relacionada con el
estado inmunolégico de los animales (25). Se manifiesta en dailos muy severos a nivel
respiratorio ¥ en casos agudos causa la muerte en 24-48 hrs., y en casos cronicos persiste la
infeccion (9).




Esta bacteria ticne varios scrotipos capsulares distintos y aunque hay inmunidad cruzada
en el caso de infeccion y recuperacion. Al vacunar existe poca proteccion cruzada, debido
ha esto es indispensable el conocer los serotipos- predominantes. en. el pais'y en la
explotacion (17.9). Teer S -

1.2.1 Sinonimias.

L.a pleuroncumonia contagiosa porcina (PPC)  es . producida: por:Actinobacillus
pleuropnecumoniac_porcino (APP), tiene varias sinonimias como: son, pleuroneumonia
contagiosa del cerdo, actinobacilosis porcina, pleuroneumonia‘’ enzootica ~ del "cerdo,
necumonia hemorragica sobreaguda del cerdo.(3.) : S :

1.2.2 Definicion.

Il.a PPC es de etiologia bacteriana, con pr iones clinicas’ variables (hiperaguda,
aguda y crénica), altamente contagiosa con evolucién rapida“ (7,9,13); caracterizada por
causar una neumonia fibrino hemorrigica necrosante, infantos en 16bulos diafragmati y
adherencias en pleuras (3.22,15,4).

1.2.3 Transmision.

La principal via de disecminacion cs aerdgena (via directa), también. se iransmite por
contacto directo de un animal portador (con infeccién cronica), a otro animal susceptible,
Otra forma de transmision es por exudado nasal impregnado en ropa o calzado (17,34).-Se
ha demostrado que esta bacteria es muy sensible al medio.ambiente, pero cuando esta
protegida por capas de moco, resiste mas tiempo (3).

1.2.4 Historia de la enfermedad

Los primeros reportes de la enfermedad se dierén en los afos. d«.. los. 60 s, en’ Gmn,
Brewana, California y Argentina. : -

e En 1963 Olander realizo el primer aislamiento del ageh!é é(icplégico en USA. ... )

* En 1964 Shopen catalogd al agente como_# phillus pleuroy

e En 1976 Pijoan rcalizo los primeros aislamientos en México.

En 1983 Phol hizo una reclasificacion del agente ctiolégico dentro del genero
Actinobacillus, basandose en estudios de genética bacteriana (estudios de hibridaciéon de
DNA (17).

2. Agente etiologico.

l.a PPC es una enfermedad devastadora, produce en los cerdos susceptibles una alta
mortalidad v pérdidas econémicas severas, debido a la pobre conversién alimenticia en los
animales infectados cronicamente. La enfermedad puede variar desde curso hiperagudo,
agudo y cronico. La lesion de la forma aguda se caracteriza por producir, neumonia
hemorragica necrosante, asociada a una pleuritis fibrinosa y la forma crénica se caracteriza
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por tejido pulmonar consolidado, infartado y encapsulado.(3, 7,9,13.). Esta enfcrmedad esta
amplmmente distribuida en muchos paises (9,7,15 ).

2.1 Caréctertfticas morfoldgicas.

Actinobacillus pleur iae, es un bacilo pleomorfico Gram negativo ,encapsulado, -
con actividad hcmol(tlca posee fi mbnas de citoadherencia , anaerobia facultativa y mide 0.5
a 1.5 um de largo por 0.3 a 0.4 um ancho (3,9,7). Es una bacteria que carece de flagelos
(inmovil), no produce esporas (7.29).

Capsula
Pared
celular

Membrana
citoplasmat

Ribosomas

- "L
Fimbrias —< -

Figurs ?. Esqurems de wns bacteris grom (=)
donde m1estran siss estrusciurss
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Figura 2 . Mostrando tincidén de Gram de 71l Gram (-)
o pul

Pieurop
en imp con un aumento de 40X (32).

2.2 Propiedades Morfoldgicas.

Existen 2 biovariedades de Actinobacillus pleuropnecumoniae, que se clasifican
dependiendo del requerimiento de NAD ( Nicotin-adenin-dinucleotido), para su
crecimiento; siendo el biotipo 1 NAD(+) y el biotipo 2 NAD (-). Una caracteristica
fundamental de este microorganismo (BIOTIPO 1) es depender de NAD, este es un factor
de crecimiento conocido comao factor V (7.9,30.31,32.4).

Este factor V se lo proporcionan (7 siru, otros microorganismos denominados cepas
nodrizas entre estos microorganismos estan, Staphilococcus aurcus, Staphilococcus albus,
Streptococcus faccalis, especies del género Bacillus y Fscudomonas, colocando una estria
sobre el cultivo sospechoso de Adcunobacillus pleuropneumoniae dicho fenomeno se
conoce como satelitismo (7, 30, 31, 32).

Figura 3y 4. Fenémeno o de i pleu iae scbre medio con factor V (32).

Para su identificacion se realizan pruebas de ureasa y de fermentacion de carbohidratos
siecndo positivas a ambas.( 7.3,30,31,32,4.). Prueba dc hemolisis en agar sangre

(+).(7,30,31,32). Las principales actividades bioquimicas de A. pleuropneumoniae quedan
reflejadas en la Tabla 1 (30,31).
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Tabla 1. Se muestran las pdnctpales caracteristicas bi de A. iae,: (+) alas
., urea. de CAMP (*) a hemohsis en agar sangre y en cuamo ala
'ermemar_IOn de r_srbohldr'alos (,) a) ap de fr vy xilasa (31).

Entre otras caracteristicas esta la prueba de CAMP( fenémeno de Christie; Atkins y Much-
Petersen), en donde la beta hemolisina de la toxina-8 del estafilococos, actita en forma
sinérgica con la cohemolisina de Acrinobaciilus pleuropneumoniae, sobre las placas de agar
sangre (7,31,32).

Figura 5.Cuiltivo de 7 J pi donde se muesira el fenémeno de CAMP sobre agar
sangre (32).
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Otras especics de los géneros Huemophilus 'y Actinobacillus, adaptadas al cerdo, también
requieren el tactor V, como HHaemaphilus puraswuis, Actinobactllus indolicus, Actinobucillus
porcinus y Actinobacilus npunor. Por ello la caracterizacion se define completamente
mediante reacciones bioquimicas y otras. Destaca la presencia de potentes actividades
ureasa, B-galactosidasa v fosfatasa alcalina Tabla (1), asi como su capacidad hemolitica,
que se puede exaltar sobre dagar sangre de bovino u ovino por la accion sinérgica de la $3-
toxina de una cepa de Stuphviococcus aurcus (efecto CAMP) Fir (3). Igualmente reduce los
nitratos a nitritos, produce SH2 y acido a partir de diversos azacares; por su parte, algunas
de las cepas poseen actividades catalasa y oxidasa. En la tabla 2, se resumen estos datos y
su relacion con la diferenciacion de cspccics préxlmas.

AT R S
: TABLA 2.

e AT
Acxdo de glucosa
= SRTRD

Acldo de manitol

T

Acido de xilosa

':—-va“ TS TR T

l\ galactosidasa
M X TS 4

V-dependem:na
[

X- dependencﬁa
N RN A S

Catalasa R
Produc:uén Se_ !ndol o i

Tabla 2. Se muestran ias diferencias de A, , con ies proximas,
destacandose ias potentes actividades de ureasa, §§ galactosidasa y fosfatasa alcalma Yy la actividad hemolitica
de APP (32).

Se han identificado 12 scrotipos de APP. Los serotipos 1, Sa,5b, 9, 10 y 11 tienen
actividad hemolitica, mientras que los serotipos, 2, 3, 4, 6, 7, 8 ¥ 12 no tienen actividad
hemolitica (17).

La especificidad de los sérotipos esta dada por los . polisacaridos capsulares y
lipopolisacaridos ceclulares. Sin embargo algunos sérotipos muestran cierta inmunidad
cruzada , como ocurre con las scrovaricdades 1 conla 9y la 11 (3.33).
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3. Factores de virulencia

El APP, posce un numecro significativo de factores de virulencia que contribuyen a las
propiedades patdgenas de este microorganismo (3,7,17.).

Cdpsula. La capsula es la responsable de la especificidad del sérotipo.(17,7.). La
capsula, es la capa externa de la membrana bacteriana (34). Fig (4). Las propiedades
biotégicas de la capsula: son las siguientes inertes, no tiene actividad toxica ni
pirégena. (7.) La cdapsula protege a la bacteria de la fagocitosis (actividad antifagocitica)
por neutrofilos, PMN (8.,17,7,9) y s¢ asume que ¢s ¢) principal escudo protector frente a
las dcfensas humorales del cerdo (30,31,32). La capsula aunque es opsonizada por los
anticuerpos interfiere con la actividad del complemento hacia la
mecmbrana.(7,30,31.32).

Fig 6. Micr
se muestra uns capsula bien desarrollada. Sorollpc 5 (32)

Los anticucrpos producidos contra la capsula s6lo protegen al animal de la muerte pero
no contra las lesiones pulmonares (13). La virulencia atribuida a la capsula es variable
entre los diferentes sérotipos de APP.(24).

3.2 Lipopolisacaridos y proteinas de membrana externa (OMP). Las
bacterias Gram negativas, s¢ caracterizan por presentar un complegjo trilaminar, de estas
la membrana externa capsulay lipopolisacaridos endotoxicos (LPS) y proteinas ambas
en la misma proporcion (3).

3.2.1 Los Lipopolisacaridos (L.PS) incluye un lipido A formado por dcidos grasos,
grupos fosfato y glucosa. El polisacirido O esta intecgrado por un nucleo de dcido 3-
desoxi-D-manooctulosonico, glucosa y heptosa, v cadenas laterales que varian en
longitud y estructura segin el serotipo. Segun ¢l nucleo se han diferenciado dos tipos, |
y II; el primero esta presente en los serotipos 1, 6,9y 11 y el 1l en el resto (17.24). Las
cadcnas laterales incluyen repeticiones de un tetrasacarido ramificado, idéntico en los
serotipos 1 y 11, y ligeramente diferente en el serotipo 9 (7,17). Las de los serotipos 2,
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3, 6 y 8 esta formada por unidades repetidas de pentasacaridos lineales, que son iguales
en los serotipos 3 y 8, y muy similares a ellos en el serotipo 6. En los serotipos 4 y 7
también se observa esa sucesion de tetrasaciridos ramiticados repetidos, con diferencias
minimas, mientras que ¢n los serotipos 5 y 10 consta de la repeticion de unidades de
monosacaridos diferentes y, por altimo, la del serotipo 12, es un trisacarido ramificado
(1.2,3,4,5,6,7,8). En A. pleuropneumoniae se han descrito cepas lisas (en los serotipos
2, 4 y 7), semirrugosas (serotipos | ¥y 5) y rugosas (en los serotipos 3 y 6),
condicionadas a la presencia completa, parcial o ausencia de las cadenas laterales O
(30,31,32).

Los LPS posee propicdades biologicas similares al de otras bacterias Gram ncgativas,
aunque no ha podido demostrarse su relacion con las lesiones tipicas. Intratraquealmente
produce lesiones diferentes y no se observa ni necrosis, ni hemorragias generalizadas,
admitiéndose que en la enfermedad natural, actiua sinérgicamente con las Apx (30,31,32).
El LPS de A. pleuropneumoniae permite la adherencia al mucus y a los anillos traqueales
(los anticucrpos anti-LPS inhiben la adherencia -132-), desempefiando un papel
fundamental en la colonizacién respiratoria (12,24,30). El LPS representa, también, un
mecanismo alternative de adquisicion de hierro in vivo, a través de su union a la
hemoglobina porcina (12,17,7).

3.2.2 Las proteinas de la membrana externa (OMP). Los anticuerpos frente a las
OMP actdan como opsoninas en la fagocitosis por PMN (polimorfos nucleares), lo que
sugicre su participacion en la virulencia; algunas OMP, ademas, parece que inducen
anticuerpos protectores. En este grupo de proteinas  sc incluyen los receptores para
transferrina (30,32). La mayor parte del hierro, que necesitan las bacterias, forma complejos
organicos con la transferrina, lactoferrina, ctc. En estas condiciones, el APP ha desarroliado
un mecanismo de captacion que utiliza receprores protéicos de superficie denominados
TbpA y TbpB que estan codificados por dos genes, en un operdn v dispuestos en tandem.
La proteina TbpA, codificada por ¢l gen tbpA, posce un tamaifio de entre 90 y 110 kDa,
micntras que la TbpB, que esta codificada por ¢l gen tbpB, ticne un tamaiio de entre 80 y 90
kDa (29,54,55). En los ultimos afdos s¢ han descrito otras proteinas, codificadas por los
genes tonB, exbB y exbD), que forman ¢l complejo TonB, probablemente con la misma
funcion mediante siderotoros. En ¢l APP, exbB y exbD estan situados en ¢l mismo operon
que los tbp, v su contribucién es indispensable para el funcionamiento correcto de las
proteinas Tohp.

El receptor especifico para la transferrina porcina permite comprender dos aspectos
fundamentales del poder patdgeno de APP; por un lado, esta union explica la especificidad
de hospedador ¥y por otro, se satisfacen plenamente los requerimientos nutricionales det
microorganismo in vivo, donde la disponibilidad del hierro e¢s una limitante para su
crecimiento. Un fallo en este sistema de captacion limitaria la multiplicacion éin vivo
(30.31.32).

3.3 Exordxinas.

Las exotoxinas de APP produce tres exotoxinas RTX(Repeat of toxin), (denominadas, en
este caso, Apx I a 1), que se caracterizan por la presencia en la molécula de una serie de
repeticiones de nonapéptidos ricos en glicina. Su secrecion se produce después del
reconocimicento de una secuencia sefial situada en el extremo C-terminal y siempre el gen
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estructural codifica una proteina inactiva, que se moditfica posteriormente. El operdn tnico
que codifica la sintesis, activacién y transporte de las toxinas RTX estd compuesto por
cuatro genes contiguos dispuestos en el orden C, A, B y D (30,31,32). Su actividad toxica
es sobre diferentes células como los linfocitos, macréfagos alveolares porcinos (PAM),
pero particularmente sobre globulos rojos,o por su actividad anterior se denominaban
hemolisinas o citolisinas (7).

Funcionalmente son porinas, producen poros en las membranas celutares principaimentie
de macréfagos y ncutrdfilos provocandoles la muerte (30,31). Por esto la actividad
citotoxica y hemolitica de Actinobacillus pleuropneumoniae es atribuida por lo menos a
cstas tres proteinas toxicas, estas toxinas pertenecen a la familia de toxinas denominadas
RTX .se han identificado tres tipos diferentes de estas  ahora conocidas como Apx
(operones):

1. Rtx 1 (Citolisina) : hoy conocido como Apxl.

2. Rix 2 (Citolisina 2) : hoy conocida como Apx 11
3. Rix 3 (Citolisina 3) : hoy conocida como Apx H1.(7)

Los diferentes sérotipos de dctinvbacillus pleuropneumaoniae, solo pueden secretar 1 o 2
toxinas. Apx [, es altamente hemolitica y citotoxica para macréfagos alveolares porcinos
(PAM), es una proteina con un peso molecular de 105 a 110 kDa (30,31,32,7,13,17,28). La
proteina Apx-lA contiene 13 repeticiones, que son capaces de unir Ca++, indispensable
para la actividad hemolitica y la unién a los neutréfilos (30,31,32), es producida por los
serotipos 1, 9,5, 10y 11, Ia expresion de esta téxina es inducida por el calcio. La Apx Il es
pobremente hemolitica y pobremente citotéxica para PAM y neutrofilos, su masa molecular
es de 103 a 105 kDa (28,13,17,30,31,32,7), esta es producida por todos los serotipos
excepto el serotipo 10. La proteina Apx-IIA, posee 8 repeticiones (30,31), y es muy similar
a la leucotoxina LktA de Afvcoplusma hvaemaolyiica (30.31,32,7,17). La Apx I, no es
hemolitica pero es altamente citotéxica para PAM y neutrofilos, estda codificada por un
operdn apx HI C A B D intacto, su masa molecular ¢s de 130 kDa (30.31,32,17.7,28), es
producida por los sérotipos 2, 3, 4, 6 ¥ 8 (6,17.30,31). La proteina Apx-1l{A posce 13
repeticiones v se ha denominado pleurotoxina debido a la induccion de pleuritis. Las tres
toxinas Apx producen una reaccion CAMP positiva, mas intensa en ¢l caso de la Apx-IIlL, a
pesar de carecer de actividad hemolitica. (30,31,32,8). La siguiente tabla muestra en

resumen la produccnon da las toxinas por los diferentes serotipos de APP. (3”)
[N ey e L e Tty e A 1 A R0 R AR A S A P 4R <]
Tabla 3. de Ia pr de por Ios de A. ple
: RO B T R O] i ST
Seroupos Apx X
1,5a,sn,9y11 +

Tabla 3 Donde se mues as du'erenles ] en—la cual se deslaua que .
ningun serotipo es capaz de producar los 3 tipos de loxlnas {32).
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Las Apx de APP son fuctores de virulencia muy importantes, que sc responsabilizan del
dafo en los tejidos y del desarrollo de las lesiones necrético-hemorragicas caracteristicas
(6,7) ., aunque también intervienen citocinas del hospedador, por gjemplo, en la infeccion
experimental con el serotipo 1, se incrementa fuertemente la produccion de {L-1, 6 y 8 (9).
Las citocinas inducidas por las toxinas (Apx1) puecden mediar un aumento de Ia
permeabilidad en ¢l tejido pulmonar, lo que provoca una mayor susceptibilidad de este
tejido a la accion nociva de las toxinas. Las citocinas potencian el efecto daftino de las
toxinas (7). Otro aspecto es la citotoxicidad contra PAM y PMN, que disminuye las
defensas en ¢l aparato respiratorio, facilitando la invasion. Ademas, esta citotoxicidad de
las Apx produce la degeneracion de los PAM, aunque se ha senalado una ciena capacidad
de supervivencia, tanto en macréfagos como en neutrofilos, que sugiere la existencia de un
mecanismo que permitiria el escape del fagosoma, se ha especulado sobre una posible
participacién de las toxinas Apx en esta funcion. Asi pues, parece claro que las toxinas Apx
son capaces de producir lesiones pulmonares y contribuyen a la invasion mediante sus
propiedades antifagociticas. EEn cualquicr caso, existe una fucrte correlaciéon entre la
presencia de Apx-l vy Ia virulencia, de forma que aquellos scrotipos que Ia producen (1, 5, 9,
10 y 11) son los que con mayor frecuencia estan implicados en brotes de alta mortalidad.
Los scrotipos implicados con frecuencia muestran una mayor potencia citotoxica, por una
produccion mayor de toxinas v de otros factores entre los que cabe contar la disponibilidad
de hemoglobina, procedente de la lisis de los globulos rojos, utilizable como fuente
adicional de hicrro. En este sentido, ¢l serotipo 3 de APP, que sucle ser considerado el
menos virulento, cs ¢l Unico que no secreta cantidades significativas de ninguna toxina
hemolitica Apx. También se ha sugerido que las Apx afectan a los linfocitos T, alterando la
respuesta inmune y favoreciendo la cronicidad del proceso. En cualquier caso se considera
que todas las Apx originan dafio pulmonar y contribuyen a la invasion de los drganos
blanco mediante sus propiedades antifagociticas. Como todas las cepas producen y secretan
al menos una Apx la enfermedad es indiferenciable desde ¢l punto de vista clinico,
independientemente del scrotipo implicado, aunque si se¢ observa una intensidad o
virulencia diferentes. (30,31.32.8).

3.4 Fimbrias citoadherentes.

Estas timbrias son factores de adhesion para esta bacteria; las cuales son estructuras
proteicas  extracelulares, que tienen la capacidad de interactuar con receplores
especiticos de las células de!l hudsped inicidndose de este modo el proceso de
colonizacion microorganismo (30,31,32,.8.3,7).

Son también denominadas adhesinas, se cree que el cerdo posee receplores espc.cifcos
hacia ¢! factor de adherencia de esta bacteria, por esto [a alta ;.spcmf'cudad de especie de
APP hacia el cerdo (7).

3.5 Proteasa de secrecidn.

Esta tiene la capacidad de degradar a las IgA de las mucosas y a la hemoglobina. Esta
protéasa de secrecion también es capaz de desnaturalizar:las proteinas del parenquima
pulmonar y con esto aumentando ¢l grado de adhesion y colonizacién del microorganismo
(7.3.30,8).




3.6 Superoxido dismurasa.

Las SOD (superéxidodismutasas) son metaloenzimas implicadas en la defensa celular
frente al daito oxidativo e incluven 3 tipos dependientes de sus cofactores: de Mn, de Fe y
de CWZn (Mn-SOD, Fe-SOD y CwZn-SOD). En el APP, el gen sodC, codifica una Cuw/Zn-
SOD que ya ha sido identificada. clonada y secuenciada. Se localiza en el periplasma del
microorganismo y facilita la supervivencia bacteriana local eliminando al superoxido
generado por las células inflamatorias

Por lo tanto por la superoxido dismutasa del APP, tiene un mecanismo protector frente a
los aniones superoxido producido por las células inflamatorias, permitiendo la
supervivencia bacteriana en el fagosoma, al eliminar los radicales libres de oxigeno
(8.30,31.,32). En la tabla 4 se resumen los factores de virulencia y su funcién en la
patogénesis de APP.
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Tabla 4. Se muestran los difersntas factores de virulencia de APP y sus diferentes funciones en Ia
i ia cor porci (31).

4.Distribucion geogrifica.

Esta enfermedad tiene una distribucion mundial afectando a la mayoria de las poblaciones
productoras de cerdos.
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4.1 Distribucién regional.
En México la PPC esta distribuida en muchos estados como se muestra en la siguiente

tabla (34). Estado. Scrotipo identificado.
Jalisco. 1,2,8,9
Michoacain. 1,2,8,9
Guanajuato. 1,2,3,4,7,10,11
Pucbla. 1,2,3,4,6,7,10,12
Edo. de México. 1.2,3,4,7,10,12
Sonora. 1,2.3,4,7.10,12
Querétaro. 1.2.3,4.5,6,7,10,12
Yucatin. 1.2,3,5,6,10,12
D.F. 1,3.2,4,7,10,12

Tabla 6. Distribucién de los diferentes serotipos de APP, sn ia Republica Mexicana (34).
4.2 Distribucion mundial.
La PPC, causada por Actinobacillus plcuropneumoniae, tiene una distribuciéon mundial
(7,2,14), y causa severas mermas cconomicas en los paises criadores de cerdos, Ia
distribucién geografica de los diferentes serotipos se muestran en la tabla 5 (9,4,17,33).

Serovtipos Serotipos
Pafs. prevalentes dominantes
Argentina, 1.2.3,5.12 1
Australia. 1.2.3,7.12 1
Bélgica. 2,3.6,7.8.9.11 3
| Brasil. 1.3.4,5,7.9 3
Canada. 1.2,3.5.6,7.8,10 . 7,1,12
Chile. 5
f_(.roac\a. — 2
Checoslovaquia. 2
.6,7.8,10.11.12 2
9 9
46.7,9,10 9.2,7
.647.9.10,11,12 3.2.7
7 s
1.2
5.2
1.8
1.2,3.5.7.8.9.11 29,11
1,2,5,9 L9
1,2,3.4.5.6.7.8.9,10,12 4.7.2
1.3.5.7.8.9 [}
Venezucla. 1,7.4.2.3.6 1

Tabla 5. Donde se muestran los diferentes serotipos distribuidos en cada pais alrededor del mundo (17, 33).
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Actinobacillus pleurop esunab ia que tiene varios serotipos y aunque
existe inmunidad cruzada en casos de infeccién y recuperacién natural, al vacunar existe
poca proteccién cruzada; debido a esto es indispensable conocer los serotipos
predominantes en el pais (3). Entre los serotipos mis patégenos se encuentran los 1, 5,9,
10, y 11 por su alta capacidad citolitica y hemolitica (30,31,32).

5. Factores predisponentes.

La persistencia de APP en cerdos depende de un numero de factores incluyendo el estado
inmune de los cerdos. Por esto los factores causantes de una inmunosupresion son los
factores mas importantes para la presentacién de la pleuroneumonia ( 9,3). Se ha reportado
una interaccidn entre ¢l virus de la enfermedad de Aujeszky y ¢l APP. La infeccion viral es
un factor inmunosupresor que favorece la presentacion del cuadro hiperagudo de Ia
enfermedad (3). Otro factor que esta relacionado con la inmunosupresién de los cerdos es el
estrés, este parece intimamente ligado con los brotes agudos de la pleuroneumonia (3.9);
por lo tanto los factores del estrés juegan un papel importante en la presentacién de APP,
entre estos tenemos, cambios bruscos de temperatura, mancjos cstresantes, transporte y las
épocas frias durante el afio ( 9). Otros factores son: asociacion con otros microorganismos
que afectan aparato respiratorio, retencion de animales seropositivos que juegan un papel
importante en la diseminacién del microor; ismo, alta h dad. malas condiciones
higiénicas tanto de instalaciones como de trabajadores, entrada de transportes sin previa
desinfeccion; esto se resume en una mala bioseguridad (20,9,7).

6. Signos clinicos.

Los signos clinicos varian de acuerdo al estado inmune de los animales, estrés,
condiciones ambientales adversas y del grado de exposicion al agente infeccioso. El curso
clinico de la PPC tiene 3 presentaciones: hiperagudo, agudo y crénico.(3,7,17,9,4) Las dos
primeras sedan en cxplotaciones indemnes, infectadas por primera vez, mientras que la
cronica se relaciona con dreas endémicas. (30,31,32)

1 A=, = A A

&

Figura 7. de por APP, en una explotacién porcina (32).
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6.1 Presentaciones de la enfermedad.

Esta enfermedad tiene 3 presentaciones clinicas a continuacion se presentan los signos, de
cada una de las presentaciones de esta entermedad de tipo respiratorio.

6.1.1 Hiperaguda: Iiste cuadro inicia con anorcxia y apatia, fiebre de 41.5 °C, hay un
periodo corto donde sc¢ presenta vomito v diarrea ligera, estos sintomas son seguidos de
fallas circulatorias como cianosis cn picl, abdomen y orejas. Postracion respiracion por
hocico, adoptan una posicion descrita como de *° perro sentado °°, que usualmente sc
acompaiia de descargas sanguinolentas por fosas nasales y hocico. En nconatos s presenta
una meningitis con signos nerviosos, asociados a un cuadro respiratorio. La muerte ocurre
dentro de las 24 a 36 horas, ocasionalmente alguno animales mueren subitamente; este
curso de enfermedad causa una mortalidad del 80 — 100% y una morbilidad del 80%
(7,17,30,31,32.3)

6.1.2 Aguda: inicia con una fiebre de 40 — 41 °C , tos humeda, disnea, resistencia a
moverse, anorexia, depresion, extension y rigidez de cuello y cabeza dirigiéndolas hacia el
freme, hocico semiabiento (respiracion por hocico), letargia, dificuliades respiratorias
evidentes, puede ocurrir fallas circulatorias, como son cianosis cn orejas y extremidades,
vomito ocasional. Esta forma aguda puede ocasionar la muerte o la recuperacion, 1a muerte
s¢ caracteriza por presentar hemorragia nasal, esta puede ocurrir de uno a cuatro dias o bien
s¢ da la recuperacion espontanca. Esta forma provoca una mortalidad del 10 - 30 % y una
morbilidad del 80%6(7,17.30,31,32.3).

6.1.3 Crénica: La forma cronica a menudo persiste en animales que sobreviven a la
forma aguda de la cenfermedad, los cerdos que sutren ¢sta forma cronica de
pleuroncumonia presentan signos subclinicos. Lo que s¢ puede observar, poca o nula fiebre,
tos humeda cronica que varia de intensidad, perdida de apetito y baja en {a ganancia de
peso diaria (7,17.30.31,32.3).

istos animales con la forma cronica de le enfermedad quedan como portadores sanos;
otras enfermedades respiratorias o factores de estrés  pueden desencadenar o incrementar
los sintomas de la pleuroncumonia cronica (17.,31,32,3). también sc pueden observar
abortos principaimente en ¢l altimo tercio de la gestacion (9).

6.2 Lesiones macroscopicas.

Las lesiones causadas por APP son gencralmente restringidas a ¢l aparato respiratorio;
caracterizada principalmente por una pleuroncumonia fibrinohemorragica con necrosis
coagulativa. También ha sido reportada Ja presencia de fluido serosanguinolento en cavidad
pericardica (9,26,21,17).
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Neumonia necrético-hemorragica
con pleuntis fibrinosa

CYIY

o2 af R AR
Con frecuencia afecta a un solo puimén l

Figuras 8y 9. o i r del putmén caracteristicas de APP (32).

Las lesiones mas abvias ocurren cn cavidad torécica y consisten en neumonia y pleuritis,
usualmente las lesiones neumoénicas son en ¢l lobulo caudal pero pueden también ocurrir
en el I6bulo craneal y mediano. El septo interlobular se encuentra edematoso y engrosado,
cn algunos casos s¢ observadan amplias bandas de hemorragias cercanas a areas de necrosis
debajo de la pleura y el septo interlobular. Los nodos linfiticos bronquiales y
mediastinicos estin agrandados y edematosos.

En la luz de la traquea se encuentra liquido sanguinolento. En casos muy crdnicos sec
observan extensas adherencias fibrinosas de pleura que son demarcadas por #reas
irrcgulares dc necrosis y se observan numerosos infartos de varios tamaifios en los
pulmones.( 9.26,30,32,7,17).

Las lesiones también pucden ser descritas en varios otros 6rganos; pericarditis, con
adherencias a ¢l pericardio, infartos renales, se aumenta la cantidad de fluido peritoneal
conteniendo bandas fibrinosas. (9.30,31,32,17.)

Estas lesiones se caracterizan segun la fase de la infeccidn; en las infecciones agudas y
hiperagudas, se encuentran zonas neumoénicas, necrosis y hemorragias. delimitadas por
tejido pulmonar normal. Los 16bulos pulmonares afectados son los diafragmaticos en su
porcion dorsal. Las lesiones son de color rojo obscuro, de aspecto sanguinolento y friables.
Se encuentran asociados a pleuritis fibrinosa. Las lesiones crénicas se caracterizan por
consolidacion de tejido pulmonar , zonas infartadas, encapsuladas y tejido de cicatrizacion,
con secuestros necroticos, rodeados por fibrosis en Jos septos interlobulares
adyacentes.(34.7,17.30,31.)




L
» A il

Figura 10. Fase aguda-hiperaguda de la pleuropneumonia Figura 11.fase hiperaguda de la pleuropneumonla
Contagiosa porcina, corte de pulmon mostrando intensa do fibrina wia.
Intensa hemoiragia necrotica

6.3 Lesi histopatoldgicas.

Microscépicamente, en la forma sobreaguda, se observa congestién, trombosis, hemorragia
vy edema; ademas, hay exudacion de fibrina hacia los septos interalveolares y alveolos, en
los que pueden verse neumocitos descamados y células inflamatorias (34,30,31,7.). Los
septos interlobulillares estin muy engrosados, con linfangiectasis y edema (9). En la
mucosa de las vias respiratorias, ademas de congestion, edema y hemorragia, suele
producirse degeneracion vacuolar del epitelio y un infiltrado inflamatorio en el tejido
conjuntivo subepitelial (34).

En la forma aguda, las areas neumoénicas presentan focos de necrosis por coagulacién,
rodeados por células inflamatorias (linfocitos, macréfagos y células plasmaticas);
igualmente, se observa fibrina, globulos rojos y neumocitos en la luz de los alveolos (9,21).
Los septos interalveolares se encuentran engrosados y es frecuente la trombosis vascular.
En la evolucién a la forma cronica, desde la periferia de las areas de necrosis progresa un
tejido de granulacion que es responsable del encapsulamiento y los secuestros, en los que
quedan acantonadas bacterias (21,30,34,25,32).

7. Prevencion, control y tratamiento.

Estos métodos pueden ser emplcados para la prevencion el control y tratamiento en
contra de la pleuroneumonia contagiosa porcina.

e Algunos de los propietarios pueden elegir vivir con los sintomas subclinicos,
(animales portadores sanos), esto con las cepas menos virulentas de APP; esto
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reduce los riesgos del comienzo agudo que puede ocurnr en Ios animales libres
de APP.

«  Realizar pruebas seroldgicas para ducctur a lo% ammalcs suroposmvoﬁ.

Eliminacién de estos animales seroposmvos

e Sistema de produccion todo dentro todo fucrn usocmda a.un progrnma de
desinfeccion. ‘ :

e Mecjorar condiciones higiénicas y de instnlaciones enla granja.

e Evitar el maximo estrés a los animales, esto para evitar la inmunosupresién de los
animales ya que este es uno de los factores mds importantes para la presentacion
de la enfermedad.

e La despoblacion al inicio de la enfermedad, es una alternativa muy radical pero ¢s
el dinico método efectivo como tratamiento; este consiste en la remocidn total de
animales de la granja v realizar una repoblacion con animales libres de \a
enfermedad (17).

Para el control v el tratamicnto de la pleuroneumonia existen una varicdad de
antibioticos entre los cuales estin, las penicilinas, estreptomicina, tiamulina, spectomicina,
kitasamicina: quinolonas de primera generacion como, acido nalidixico, dcido oxolinico;
fluoroquinolonas como ciprofloxacina y enrofloxacina (7,19).

Los resultados de sensibilidad antibidtica han demostrado que ¢l 90% de APP son
sensibles a penicilina. ceftiofur, cefalitina, enrotloxacina y tiamulina (19.23).

Los tratamientos parenterales han mostrado ser los mas efectivos en los brotes de la
enfermedad, sin embargo el costo de los mismos es muy alto (7). La eleccion apropiada del
antibtatico, correcto, el tratamiento de los casos clinicos tempranos y ¢l separar a los
animales enfenmos al inicio de los brotes reducira la mortalidad (23,30).

Los cerdos que sufren una infeccion de APP, consumen poca agua y alimento, por esto la
adicion de antibioticos al alimento y al agua es de poco valor, ya que es muy dificil dar una
dosis terapéutica adecuadas para que ¢l microorganismo pueda ser eliminado (7,23,19). La
vacunacion o utilizacion de bacterinas, se utilizan con frecuencia como un método para
prevenir la monalidad en las piaras infectadas, pero se sabe que diversas vacunas
comerciales  disponibles  proporcionan  titulos  serologicos que  varian  después de la
inoculacion, y que ninguna proporciona una proteccion complceta (23).

8. Sinergismo de APP con otros microorganismos.

APP, es un patdgeno que actia sinergicamente con muchos microorganismos, entre los
cuales se encuentran, virus y micoplasma, (microorgunismos causantes de inmunosupresion
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y quec estan involucrados con problemas respiratorios), cntre estos cstian;, Advcoplasma
hvonceumoniae,  PRRS, Aujeszky, Circovirus, Influenza, Hacmophillus  parasuis,
Pasteurcllu  multocidu, Streptococcus suis (25.3,18). Los agentes  ctiologicos suelen
clasificarse en primarios y sccundarios, esto segin su repercusion, los agentes primarios
son capaces de inducir la enfermedad por si mismos, dando como consecuencia una
inmunosupresiéon y con esto ademas propician las patologias desencadenadas por los
patégenos  secundarios. Siendo  patogenos primarios; Aujeszky., PRRS, Circovirus,
AMycoplusma  hyvoneumoniae, entre otros, y siendo patodgenos secundarios; APP,
Haemophillus parasuis,_Pasteurclla multocida, Streptococcus suis, entre otros (25,18,27).
A la asociacion de estos microorganismos se le conoce como complejo, y esta dada por la
interaccidén entre estos agentes, y por la interaccion cntre cstos y el sistema inmune del
cerdo; no hay patologia individual sino patologia de poblacion (25).

Ahora hablaremos un poco de estos patdgenos primarios, causantes de la inmunosupresion
que favorecen la aparicion de los patdgenos secundarios, como es APP.

e Enfermedad de Aujeszky: enfermedad producida por un Herpesvirus, tras la
infeceion el virus se replica en el tracto respiratorio y se difunde a otros érganos.
Produce una ncumonia intersticial y con esto facilita el asentamiento de neumonias
sccundarias, ¢s un agente que reduce la actividad de los macrofagos, siendo uno de
los factores mas importantes para la aparicion de la pleuronecumonia (25).

e PRRS, sindrome reproductivo y respiratorio porcino, es una infeccidon virica
(Arterivirus),que presenta una sintomatologia multisistémica a2 un que en este caso
se considerara como enfermedad respiratoria (25,27). El virus se multiplica en
macréfagos, por lo que pucde ver favorccida su replicaciéon cn un entorno rico en
anticuerpos especificos, en procesos enzodticos cursa con sintomas respiratorios en
el cerdo que podriamos definir como un tipo de gripe y que se acompafila con una
fuerte inmunosupresién que facilita la presentacion de las enfermedades secundarias
(25.27)

e Circovirus, ¢l sindrome del adelgazamiento postdestete, es causada por cl
Circovirus porcino tipo 2, no ¢s estrictamente una enfermedad respiratoria, sino un
sindrome inmunosupresor con esto ayuda al asentamiento de patdogenos secundarios
(25).

e Neumonia enzootica, causada por Afvcupl hyone iae, produce una
neumonia subclinica que ocasiona escasos signos, pero causa  ineficiencia
productiva y perdidas econémicas. El germen se adhiere a las células ciliadas, la
lesion del sistema mucocilinr favorece la aparicion de infecciones secundarias
putdgenas superficiales como APP; las lesiones de 1a neumonia intersticial se danen
los 16bulos apicales, se da mayormente en el pulmoén derecho por su distribucion
bronquial (25).

Owas complicaciones tales como. cndocarditis, pericarditis y arntritis serosa pucden
ocasionalmente ocurrir como una secucla a pleuroneumonia, existen reportes de
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ostcomiclitis y artritis asociadas con la infeccion de APP scrotipo 2. La osteomiclitis es
bien conocida en los cerdos, por g¢jemplo ¢s una secuela de asociacién e infecciones
hematogenas. Bacterias tales como Acrinonyees pvogenes, Staphilococcus aureus.,
Staplulococeus haemaolviica, 'y streptococosis estan mais comuanmente asociadas con estas
lesiones. Ademas una gran variedad de bacterias incluyendo a APP pueden reciemtemente
ser asociadas con olitis media, estas lesiones han sido demostradas in situ. (15.).

9. Diagnostico y tipificacion de Actinobacillus pleuroncumoniae.

El diagnostico dcfinitivo de la PPC, debe de ser oportuno y riapido y es esencial
identificar los diferentes scrotipos prevalentes en el pais, para asi claborar los biolégicos
adecuados para ¢l diagnostico y la inmunizacion de los animales. En el diagnostico de la
PPC se aplican diversos métodos, sin embargo sélo uno o dos de ellos confirman la
enfermedad y el serotipo presente (7).

9.1 Clinico.

Observacion de los signos clinicos en el cerdo y en los de la zahurda; este método no
esconfiable ya que sélo los signos clinicos se presentan en los cursos agudos de la
enfermedad, mientras que los casos cronicos pasan inadvertidos (7).

9.2 Morfologico.

Observacion de las lesiones a la necropsia, de los animales muertos o ‘durante Ia.
mspeccnon en los centros de abasto de los casos crénicos. Para el estudio patolégico;

se requicre de jos servicios de un meédico veterinario especialista en pa\ologm (’I)

9.3Aislamiento.

Aislamicnto e tipificacion del APP de los pulmones de los cerdos con problemas
agudos o bien cronicos, esto tarda de 48 — 72 hrs., contar con un laboratorio de
bacteriologia y personal calificado (7).

9.3.1 Cultivos. Crece bien en agar chocolate, apar PPLO y agar sangre pero es
necesario suplementarlos con un 0.025% de NAD. El dagar chocolate posiblemente es Ia
formula de uso mis frecuente. Se suplementa con NAD, complejos vitaminicos y minerales
. si es preciso con fines sclectivos, algunos antibidticos (bacitracina o combinada con
cloxacilina o lincomicina), antimicrobianos no antibidticos (cristal violeta, etc.) y
antifingicos (nistatina). A pesar de estas medidas en  este medio, como en otros, aan
pueden crecer otros patogenos respiratorios porcinos. Las colonius, al cabo de 48 horas, son
pequenas (entre 1y 2 mm), redondas, opacas y de color gris.

Entre ellas se pucden diferenciar dos tipos: unas, de aspecto céreo, que se adhieren al asa de
siembra y presentan sobre ¢l medio una cierta elevacion redondeada, y otras de aspecto
brillante, mas aplanadas.
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El agar PPLO enriquecido con extracto fresco de levadura al 10%, suero de caballo al 5%,
glucosa al 0.1% y NAD al 0.025%, permite creci S pr incluso al cabo de 6
horas con una capsula bien desarrollada, cuya presencia produce iridiscencia caracteristica
cuando las placas se observan a la luz solar (inejor oblicua);

El medio PPLO es uno de los preferidos para la tipificacion y preparacién de antigenos.
Del mismo modo, se consiguen buenos crecimientos, en un tiempo similar, en un caido
PPLO, con los mismos ingredientes que su variante sélida (7, 31, 32).

El agar sangre contiene, un 5% de sangre desfibrinada. Es un medio adecuado que se
utiliza con una estria nodriza de especies productoras de factor V, con las que satelitizan,
como es el caso de Sraphylococcus aureus o S. intermedius. La aparicion, a las 18 horas, de
colonias pequeilas, con un halo de hemdlisis mas o menos evidente en funcién del origen de
la sangre (de mejor a peor, bovino, ovino, humano, concjo, gallina y equina), tnicamente
en torno a la fuente de aporte del factor V, nos aproximara a la identificacion de la bacteria,
aunque la ausencia de hemélisis clara no es excluyente (30,31,32).

Cuitivo de A.
pleuropneummoniag
cnmedioe 361KI0S.

Fig. 12 Culti e A, 2 A: colonias en agar chocolate. 2B: colonias en
agar PPLO ennnuecndo con NAD; 2C: salalmsmo en agar sangre. 2D. Efecto CAMP; 2E: colonias hemoliticas
en agar sangre (30).

9.4.Diagndstico seroldgico.

Que se lleva acabo en los cerdos vivos de las granjas. El método seroldgico es el mas
adecuado ya que puede realizarse en los animales vivos con o sin signos clinicos, no
requiere de sacrificio de cerdos y es mas rapido y nos permite hacer perfiles de la
enfermedad, identificando el punto de infeccion en la granja.

Para el diagnostico de la PCP, podemos mencionar las siguientes pruebas; fijaciéon del
complemento, ELISA, Aglutinaciéon y coaglutinacion, Aglutinacion en  Iatex,
Inmunofluorescencia indirecta, Precipitacion en gel o inmunodifusion, Hemoaglutinacion
indirecta y NEUMOTES esta ultimo desarrollado en México cs una prueba de campo
rapida y sencilla antes conocida como PLEUROTES. (7,17,33).
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Respecto de la técnica utilizada cn la tipificacion, hay que dejar constancia de la
¢levadisima cantidad de métodos utilizados para la tipificacion, lo que indica la inexistencin
de un sistema optimo, sin inconvenientes, representados principalmente por las reacciones
cruzadas aludidas antes (32).

9.4.1. Fijacion del complemento. Originalmente fue concebida como un método de

deteccion de especie transformado, después, en una prucba de deteccion especifica del
serotipo . £l ensayo se basa en la obtencion de antigenos especificos para cada uno de los
12 scrotipos, que s¢ hacen reaccionar frente al suero problema. Los antigenos se preparan
por sonicacion de una suspension de bacterias, recogicendo ¢l sobrenadante. Ademas de los
antigenos de APP, se requiere la presencia de complemento, sucro bovino fetal y el sucro
problema, que se incuban durante la noche para la fijacion del complemento. En la manana
siguiente se afiaden los globulos rojos. La lisis de éstos, por la accion del complemento y el
sucro bovino, indica o} resultado de ia prucha. Si €l suero porcino conticne anticuerpos
especificos de scrotipo  frente al antigeno, interaccionarin con €l y se uniran al
complemento. to agotara cl complemento presente y evitara la lisis de los glébulos rojos
en ¢l sistema de reaccion. Por o tanto, existira una relacion inversa entre la presencia de
anticuerpos frente a APP y ¢l lisado de las células rojas. La fijacion del complemento tiecne
una scnsibilidad del 90.6% y una especiticidad del 98.7 %: por esto es inmunoldgicamente
mas especifica que la prueba de hemaglutinacion indirecta, porque es capaz de distinguir
entre APP vy Fflaemophillus parasuis  sin embargo, su validez para ¢l serotipado es
cuestionada: ademas, la frecuencia de falsos negativos es alta. La realizacion de esta pruecba
es, por otro lado, un proceso laborioso ¥y complejo, que requiere un elevado grado de
estandarizacion para su éxito ¥ con inconvenientes técnicos que lo complican (31,10,17).

9.4.2. ELISA (Enzyme-linked Immunosorbent Assay). El uso del ELISA en el
serotipado de APP se propuso inicialmente por Nicolet e7 al., como alternativa a la fijacion
del complemento. Todos los intentos posteriores de optimizar los métodos ELISA se han
centrado e¢n la purificacion de un antigeno especifico de serotipo, 1o que no ha sido posible
hasta la fecha. Primero se adaptaron los protocolos con el serotipo 5, que no presento
dificultades porque tanto los polisacaridos capsulares, como ¢l LPS y las protcinas de la
membrana externa resultaron ser antigenos especificos de ese serotipo. Recientemente
también s¢ han descrito como antigenos especificos de este serotipo los LPS de cadena
larga. EEn la actualidad, se dispone de sistemas basados e¢n monoclonales cspecificos de
antigenos ded serotipo S (31,17).

Tras ¢l serotipo 5§ se abordo ¢f 1, pero en cste caso los resultados no han sido tan
alentador Los polisacaridos capsulares del serotipo 1 reaccionaron cruzadamente con
anuisueros de 1os serotipus 9 v 11, al igual gque ocurre con los LPS de cadena larga de la
membrana. Esta reaccion cruzada entre los serotipos 1, 9 y 11 fue demostrada también por
Rodriguez Barbosa et al. mediante la produccion de anticuerpos monoclonales, que
sefalaron la presencia de epitopos comunes en ef LPS. Igualmente se han demostrado
repetidamente tas reacciones cruzadas entre los serotipos 4, 7y . lignieresi. El analisis de
cepas muestra que, con frecuencia, se clasifican crroncamente las cepas en un scrotipo
determinado en funcion del tipo de ELISA utilizado. Asi, si ¢l ELISA detecta al antigeno
capsular, s puede clasificar en un serotipo diferente al que corresponderia si ¢l ELISA se
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basara cn la reaccion del LPS. Esto se¢ ha demostrado con frecuencia en los serotipos 1, 4 v
7 . v se ha propuesto la utilizaciéon del inmunoblot para atenuar estos efectos adversos
(31.17). Por lo anterior esta prueba tiene una sensibilidad del 99.7% y una especificidad del
90.6%.

£! ELISA de bloqueo surgio como alternativa al ELISA tradicional. Se traia de un
sistema de competicion para la deteccion del anticuerpo que se ha empleado con éxito para
la deteccion del scrotipo 8 y del 2. Aunque en ninguno de ¢stos €asos s¢ apreciaron
reacciones cruzadas, el problecma con estos ELISAs fue que no detectaban a todas las cepas.
Esta pérdida de sensibilidad cs caracieristica de los ensayos basados en anticuerpos
monoclonales (31,17).
Recientemente se han descrito diversos métodos ELISA con especificidad de especie para
APP dirigidos a las proteinas Apx. El procedimiento mas conocido utiliza la proteina
recombinante Apxll, pero tiene el inconveniente de que esta toxina no estd presente en las
cepas de los serotipos 3 ¥ 10. Una alternativa posible es la deteccion simultanea y maltiple
de las tres toxinas Apx. En este caso el ELISA si que permite detectar a cepas de los 12
serotipos. pero no discriminar entre cllos. Por otro lado, las investigaciones mas recientes
han demostrado la presencia de analogos de las toxinas Apx cn diversas especies
bacterianas de interés veterinario. Esto se traduce en diversas reacciones cruzadas entre
APP y estas otras especics, inhabilitando a las toxinas Apx como antigeno diagnostico
(31,17).

9.4.3 Aglutinacion y coaglutinaciéon. Son métodos simples, rapidos o lentos, para
la identificacion y scrotipado de cepas de APP. Existen tres variantes atil {a aglutinacién
lenta en tubo, la aglutinacién en tubo con 2-mercaptoctanol, v la aglutinacion rapida en
porta objetos. Los antisueros utilizados se producen mediante la inmunizacion de conejos
con cada uno dc los scrolipos, siguiendo protocolos convencionales. Con ¢l antisucro
obtenido se practican diluciones seriadas, que se mezclan con el antigeno a partes iguales.
El resultado de la aglutinacién se determina por inspeccion visual. A diferencia de otros
sistemas, la aglutinacion rapida evita muchas reacciones cruzadas, aunque posce ¢l
inconveneinte de gque no permite la clasificacion de  serotipos  rugosos, que  son
autoaglutinantes, especialmente el 3 ¥ 6 y, en ocasiones, 1 ¥ 5. Este inconveniente cs
salvado mediante la coaglutinacion. Para su desarrollo se requiere una cepa bacteriana
capaz de sintetizar grandes cantidades de proteina A, como es ¢l caso de la cepa Cowan de
S, awrcus, que se une a la region constante (Fe) de las 1gG de los sueros hiperinmunes,
quedando libres las regiones variables (Fab), dispuestas para reaccionar con el posible
antigeno especifico de Ia cepa. Sin embargo, tampoco este mdétodo ¢s completamente
alido, porque no diferencia el serotipo 3 de los serotipos 6 y 8. Pese a no tener la misma
sensibilidad que la hemaglutinacion indirecta, la coaglutinacion es, en la actualidad, el
médtodo ripido de cleccion para serotipar cepas, aunque para una clasificacion precisa y
definitiva aun se recurre a la hemaglutinacion indirecta (31,17).

9. 4.4 Aglutinacién en ldtex. Sce describio, inicialmente, para la identificacion de los
serotipos 1, 2, 3. 5 v 9 (24). Al principio generaba maltiples reacciones cruzadas pero
madificaciones en la técnica ensayadas con los serotipos 1 v 5, han permitido eliminar estos
inconvenientes. s un procedimiento laborioso y complejo (30,31,32,17).
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9.4.5 Inmunofluorescencia indirecta. En 1981, Rosendal er «l., aplicaron esta
metodologia a la identificaciéon v scrotipado de APP. Es un procedimiento ripido y facil de
realizar, pero presenta numerosos inconvenientes. Se han detectado reacciones cruzadas del
serotipo 6 con todos los demas, asi como entre los serotipos 4 y 7 y los serotipos 4 vy 5.
Ademas, ¢] método no detecta ¢l serotipo 1y, por encima de todo, la sensibilidad y
especificidad son muy bajas (30,31.32,17).

9.4.6 Precipitacién en gel o inmunodifusion. Se basa en la difusion de los
antigenos y anticuerpos en un gel de agar, con la consiguiente precipitacién visible cuando
ambos forman complejos. El método posec las ventajas de su sencillez, de que puede ser
utilizado tanto para la deteccidon de antigenos como de anticuerpos y que permite la
identificacion y el serotipado. El inconveniente es su lentitud, ya que requiere un periodo de
incubacién prolongado. Ademas resulta dificil la interpretacion de las bandas de
precipitacion (31,17).

9.4.7 Hemaglutinacion indirecra. Se trata de otra prucba que también dctecta
anticuerpos en el sucro y que se ha utilizado durante muchos afios como método de
deteceidn bacteriana. Primero Nielsen y luego Minal |, utilizaron y perfeccionaron et
método general de Herbert para su aplicacion en A, pleuropneumoniae, detectando
anticuerpos especificos de serotipo. La técnica comicnza con la suspension de las células
bacterianas en solucion salina durante la noche, centrifugando después y recogiendo cl
sobrenadante. El extracto salino obtenido se incuba una hora en presencia de globulos rojos
de oveja, para que los antigenos bacterianos se adsorban a la superficie de las células. Una
vez preparadas, se tapizan con cllas las placas de microtitulacion y en los pocillos se afiaden
diluciones seriadas det sucro. Las reacciones positivas se manifiestan como un sedimento
plano y las negativas como un boton en el centro del pocillo. El titulo de hemaglutinacion
¢s ¢l reciproco a la dilucion mas alta del suero que resulto positiva a la reaccion. Niclsen ha
demostrado que existe reaccion cruzada entre los serotipos 6 y 8, aunque distingue entre los
scrotipos 4 v 7, lo que otros meétodos no consiguen. También se se puede diferenciar entre
los scrotipos 9 v 11, mientras que en ¢l grupo del 3, 6 y 8 pucden discriminarse los dos
primeros. Sin ecmbargo, se presentan reacciones cruzadas con ff. parasuis, por lo cual la
técnica es claramente cucstionable. En cualquier caso, la hemaglutinacion indirecta es la
téenica la pretferida por la mayoria, por su sensibilidad y especificidad (31,30,17).

Atgunos de estos métodos se basan en la deteccion de anticuerpos contra cada uno de los
serotipos presentes en tos cerdos, con el fin de determinar el status inmune de la granja y
difecrenciar aquetlos cerdos que fueron vacunados de los infectados. El diagnastico de la
PPC e¢n paises como México y en los demas de Latinoamdérica, se limita solo a eso, al
diagnostico, ¥ no a la evaluacion ded status inmune de la pranja y prevencion y control de la
enfermedad, en México se  desarrollo una  innovacion  tecnologica denominada
PLEUROTEST (7).

9.4.8 PLEUROTEST:, ¢s un kit de diagndstice seroldgico de la PPC, hoy conocido
como NEUMOTEST, consiste en un método rapido que no requicre de un equipo de
faboratorio, se realiza en unos cuantos minutos ¥ s6lo se requicre de unos pocos mililitros
de sucro del animal a estudiar, este kit nos ayuda ha distinguir directamente en la propia
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granja si un cerdo ha sido infectado con APP de campo y por lo tanto es portador de la PPC
o si el cerdo estda sano o no vacunado contra la PPC. El PLEUROTEST tiene una
sensibilidad del 86 24 y una especificidad del 97%: esta prucba se basa en ¢l principio de
aglutinacién directa (aglutinacion en placa), ¢s un equipo disefiado para detectar
anticuerpos producidos por los cerdos enfermos de PPC, ¢! suero del cerdo ha diagnosticar
¢s mezclado apropiadamente con el reactivo que contiene células tratadas de APP: en ¢l
caso de los cerdos infectados con PPC, su suero conticne anticuerpos especificos que
rcaccionan con los antigenos presentes en el reactivo produciendo una aglutinacion
caractierizada por la apancion de grumos en la mezcla, indicando un resultado positivo, si se
trata de cerdos sanos ¢l suero no contiene anticuerpos contra APP, y si se trata de un cerdo
vacunado contra APP, el suero contiene otra clase de anticuerpos que no reaccionan con el
reactivo y por lo tanto en ambos casos la aglutinacién no se produce y no se observan
grumos, indicando un resultado negativo ( 7).

9.5 Métodos basados en estudios de dcidos nucleicos.

Estos son los mas utilizados en la actualidad por su alta especificidad y alta sensibilidad.

9.5.1 PCR ( Reaccion en cadena de la polimerasa.)

Métodos basados en el estudio de los acidos nucléicos. PCR. La PCR (reaccion en
cadena de la polimerasa), este método ticne una sensibilidad del 98% y una especificidad
del100%., por 1o tanto constituye uno de los avances mas importantes de la Biomedicina de
este siglo, y su aplicacion ha revolucionado ¢l Diagnostico Microbiologico y la Gendética.
IZs una reaccion que utiliza ADN polimerasa y oligonucledtidos para amplificar fragmentos
de ADN. Consta de tres pasos fundamentales: 1) desnaturalizacion, 2) hibridacion de los
cchadores ¥ 3) exiension. Las hebras del ADNbce se separan cerea de los 100°C y cada
cebador se fija a la hebra correspondiente cuando se baja la temperatura hasta un valor
conveniente, que depende de su composicion. La extension de las cadenas se produce a una
temperatura de 70°C. El proceso se repite 20-40 veces y en cada ciclo, en teoria, se duplica
¢l numero de copias de la hebra inicial. La eficiencia oscila entre 62-85%. Las eficiencias
mas bajas s¢ producen en los altimos ciclos. La temperatura de hibridacion influye en la
especificidad: temperaturas inferiores a la optima pucde generar productos secundarios,
debidos a la hibridacién  inespecifica mientras que  temperaturas  altas  impiden {a
estabilizacion del hibrido. El Mg2+ es un cofactor de la polimerasa y. por tanto, esencial,
influvendo tanto en fa especificidad como en la cantidad de producto generado. Su
concentracion debe ajustarse para cada reaccion. La PCR se caracteriza por su gran
sensibilidad vy poder de amplificacion, lo que puede facilitar contaminaciones accideniales,
por lo que deben adoptarse precauciones especiales, como ¢l uso de controles negativos y
una separacion de las dreas del trabajo previo y posterior. La contaminacion cruzada por las
pipetas es otro factor evitable (31,17).

9.5.2 Tipificacidon por estudios de hibridacidn.

Tipificacion por estudios de hibridacion: La hibridacién de los dcidos nucleicos fue una de
las primeras técnicas de ADN utilizadas. La técnica requiere la digestion del ADN
bacteriano, 1a separacion de los fragmentos obtenidos en un gel de agarosa, la transferencia
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de csos fragmentos a una membrana y, finalmente, la deteccion de los fragmentos de
interés, mediante una hibridacién con una sonda marcada. Su aplicacion a la epidemiologia
molecular procede de la observaciéon de que se generaban diversos perfiles cuando se
utilizaban sondas de determinados genes que presentan cierta variabilidad en una poblacién
bacteriana. Las sondas se dirigen bien a genes estructurales o de virulencia o a 1os genes del
ARNr 16S 6 23S, a lo que se denomina ribotipado. En la actualidad la compleja restriccion
del ADN con la posterior hibridacion de la sonda pueden ser sustituidos por una simple
amplificacion PCR de la zona de interés, con posterior restriccion enzimatica (31,17).

10.Vacunacion.

Se ha venido insistiendo repetidamente que la vacunacion es un recurso importante y la
disponibilidad de una vacuna eficaz contribuira decisivamente al control de la enfermedad.
A 1o largo de los gliimos afios se han experimenado gran diversidad de combinaciones,
entre las que las toxinas Apx, han centrado la mayor atencion. Muchos de estos productos
proporcionan altos niveles de anticuerpos en los animales vacunados, que sobreviven a la
infeccion . Pese a todo, en la practica atn se carece de un producto que proteja frente a la
enfermedad aguda y prevenga la condicion de portador crénico y eliminador de APP(30).
Las vacunas inactivadas son preparaciones del microorganismo completo, inactivadas por
calor o formol, Que incorporan el serotipo predominante en la explotacion o en una region,
por lo que es preciso su conocimiento previo. Se han utitizado, por lo general, cultivos de 6,
12 o 24 h, admitiéndose que los mds jovenes proporcivnan los mejores resultados
(antigenos capsulares). Se puede afirmar que todos los serotipos, o al menos los de mayor
incidencia clinica (especialmente los 1, 2 ¥ 5), han sido utilizados. La concentracion oscila
en 109-1010 UFC/ml ¥ en la inactivacion, el procedimiento mas comun es el uso de
formaldehido al 0.2% a temperatura ambiente durante 18 h 6 a 60°C durante 2 h. Estos
productos se mezelan con distinto tipo de adyuvantes, entre los que se cucntan AIOH,
adyuvante incompleto de Freund, mezclas de acceite de cacahucte, Arlacel 80 y Tween 80 6
aceites o mezclas como Drakcol 6 VR con Arlacel 80, Drakeol 6 VR con Arlacel 80 y
Tween 80, 0 Marcol 52 con Span85 y Tween 85. Al adyuvante incompleto de Freund se le
responsabiliza de la formacion de granulomas locales, que representan un imponante
problema, razon que ha motivado numerosos cstudios para elegir la formula oleosa menos
problematica. Un adyuvanic a base de acceite de cacahucte (Lipovant) resulta menos
irritante, originando tan solo una pequeia reaccion tisular en algunos individuos . Con el
proposite de reducit 1os eftectos immitantes, se han propuesto también vias de inoculacion
diferentes a las tradicionales (intramuscular o subcutinea), como es el caso de la
intraperitoneal. que segan se afirma permite mejorar la proteccion y disminuir ¢l namero de
reacciones secundarias (30).

La mayoria de los protocolos de inmunizacion con estos productos aconsejan administrac
una primera dosis a las 9 semanas de edad., o coincidiendo con la entrada de los animales en
la explotacion, v al menos una repeticion 2-3 semanas después. Como sc ha scilalado, el
inconveniente de la proteccion homologa, obliga a incorporar mas de un serotipo en el
mismo producto inmunizante, en forma de vacunas bivalentes o multivalentes, por cjemplo,
mezelas de los serotipos 1 vy 5,2y 5.1y 7.2, 7v 9.4y 2, ete., ¢ incluso en forma de
bacterinas mixtas con otros patogenos respiratorios. Este tipo de vacunas proporcionan
alguna resistencia especifica de scrotipo, suclen reducir la gravedad de la enfermedad y
especialmente la mortalidad, pero no resuelven ni la persistencia de Iesiones ni la presencia
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de portadores. Ademas, proporcionan niveles de proteccion experimentales que no se
corresponden fielmente con las condiciones de campo lo que obliga a planificar programas
a largo plazo, con 10s consiguientes inconvenientes economicos. Se han utilizado diverso
tipo de extractos. como sobrenadantes de cultivos en caldo de 4 6 de 26 h, concentrados por
ultratiftracion al 10:1, precipitados con polietilenglicol o con cetavion (precipita la
capsula). dializados y tiltrados, mezclados después con un adyuvante, etc., . Por lo gencral
solamente consiguicron reducir la mornalidad o reducir el nimero y gravedad de ias
lesiones, pero ¢l porcentaje de aislamiento fue muy alto siempre. En los 2ltimos afos se ha
experimentado mucho acerca de vacunas atenuadas. La CMS es una cepa del serotipo | que
ha sido utilizada en experimentos de proteccion, en los que ha inducido inmunidad frente a
1a cdpsula, ¢l LPS y la Apx-1, sobreviviendo todos los animales inmunizados, aungue con
lesiones variables despudés del desatio la cepa salvaje. La BES es también una cepa de baja
virulencia del serotipo 1. que tue obtenida de forma natural y cuya infeccion no origina
enfermedad, produciendo inmunidad solida frente a cualquier serotipo, seilalandose
descensos en la mortalidad v lesiones, aunque sin la posibilidad de controlar la infeccion
como en casos anteriores (30).

Otras alternativas a base de mutantes incluyen cepas acapsuladas de los serotipos 1 y 5,
obtenidas por mutagénesis quimica que, segun sus autores, los animales inmunizados
experimentalmente desarrollan una fuerte respuesta tanto frente a las células enteras como a
las toxinas Apxl ¥ I, que les permitio resistir el desafio intratraqueal tanto del serotipo
homdiogo como del heterologo sugiriendo su posible uso vacunal. También se ha trabajado
sobre mutantes auxotroficos de ribotlavina, aunque sin resultados concluyentes.

Muchos antigenos de superficie de APP inducen una respuesta que se detecta en el sucro.
tistos componentes pueden incorporarse como subunidades a preparados vacunales. A este
respecto, el nacleo del LPS de Z.colé 35 ha sido utilizado para inducir inmunidad cruzada
frente a APP, apreciandose un descenso significativo de la mortalidad, aunque sin cambios
significativos en ¢l desarrollo de lesiones. También se ha utilizado ¢! LPS del serotipo 1
detoxificado ¥ como adyubante un aceite mineral con resultados protectores, aunque peores
a los de una bacterina, [o que sugiere la intervencion de anticuerpos que interfieren con las
primeras fases de la colonizacion (30).

Rapp ¥ Ross examinaron la inmunogenicidad de algunas OMP del scrotipo 35,
identificundo anticucrpos ea ¢l suero de los convalecientes. Vacunaron cerdos con una
OMP de una cepa del serotipo 5, con AIOH o con adyuvante incompleto, obteniendo un
descenso significativo en ¢l numero de casos de ncumonia respecto de los controles,
después de Ia infeccion intranasal con la cepa homdloga, la cficacia de la vacuna fue
cuanto menos comparable a la de bacterinas de células,

La capsula no parece desempediar en solitario una funcion importante en la induccion de
proteccion, pucs es poco inmunogena. Experimentalmente, se han estudiado en raton
mezclas de componentes capsulares obtenidos de sobrenadantes de cultivos de 6 h de los
serotipos 5y 7, precipitados con cetavion y completados con un adyuvante olcoso,
observando los etectos de la infeccion con 10 DLSO del serotipo correspondiente. Todos los
ratones inmunizados intraperitoncalmente sobrevivieron a la infeecidn con el serotipo
homologo. pero no con ¢l heterologo, igual que ocurrié en la inmunizacion pasiva (30).

Se han demostrado en convalecientes de la enfermedad natural o experimental anticuerpos
neutralizantes frente a distintas Apx. . Se ha descrito ¢} uso vacunal de Apx-l recombinante
¥ Apx-Il purificada del scrotipo 7 (Ike o af., 1996), advuvantadas con un gel de AIOH en
experimentos de proteccion en raton, con resultados protectores frente a algunos serotipos.
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pero no frente a otros. También se ha utilizado (Tarasiuk e a/., 1996) un sobrenadante
crudo de cultivo del serotipo 1, con Apx-I, solo 0o mezclado células inactivadas, con
adyuvante oleoso, que produjo los titulos mas altos. En la actualidad se comercializa una
vacuna de subunidades con tres toxoides de Apx-I, Apx-1I y Apx-Ill y una OMP con
adyuvante oleoso. Se han descrito buenos resultados comparados con los controles (menos
lesiones, menos tratamientos en la explotacién, ligeras mejoras en la produccion y al
sacrificio, disminucion del nimero de brotes agudos y crénicos, asi como de la mortalidad)
(30).

Los datos anteriores sugieren que las proteinas son necesarias para conscguir una respuesta
protectora significativa en la que también participan los LPS. En esta idea se estudid una
vacuna de oligosacaridos de la pared conjugados con un toxoide tctanico con buenos
resultados, que mejoraron con la conjugaciéon con una proteina portadora. Sobre los
resultados de la inmunizacion con Apx y con OMP purificadas Van den Bosch et al.
desarrollaron una vacuna conjugada que combinaba, Apx-I de los serotipos 1 6 5b con
OMP dcl scrotipo 1, con un adyuvante tipo emulsion agua-aceite. En todos los casos se
obtuvicron excelentes resultados en lo que a la mortalidad se refiere, pero no asi respecto
del desarrolio de lesiones. La mezcla de polisacarido capsular con Apx o su conjugacion
con LPS fue estudiada por Byrd y Kadis, observando un aumento significativo del titulo de
anticuerpos y aunque se observaron importantes descensos en la mortalidad y en la
presencia de lesiones, ¢l producto no resolvié satisfactoriamente el control de la
enfermedad (30).

Rossi-Campos ¢f af. utilizaron dos antigenos recombinantes del serotipo 7, que incluian el
extremo C-terminal de la Apx-11 ¥ una Tbp de 60 kDa. Todos los animales desarrollaron
una fuerte respuesta humoral, con menor mortalidad y lesiones que los controles, pero la
proteccién fue especifica de serotipo. Utrera et al. han ensayado un preparado de antigenos
de células enteras y un toxoide Apx-I, con ¢l que han obtenido una imporante reduccion de
la mortalidad de los animales vacunados. Por ultimo, se ha descrito también una vacuna de
antigenos asociados a células recombinantes y antigenos scecretados, entre cllos, proteinas
Tbp v Apx-1i, con los que se han descrito resultados de proteccion aceptables frente a ja
noculacion endobronquial del serotipo 9 (30).

10.1 Productos comerciales en México.

En Mdéxico se utilizan los siguientes productos comerciales en contra de 1a PPC.

Vacunas simple.

; Nombre comercial Formula Via de administracion
Cultivos mactivados de APP
Actinobac, HALVET., Nerotipos LiLV v VIT LA
i - Advuvante.
i Suvaxy Respifend APP C'ultivos inactivados de APP
: SOLVAY. Serotipos 1,5y 7 1.7
i - Advuvante.

Tabla 7. Aqui se mues!ran las vacunas simples utilizadas en contra de APP en México,
le: P . 8, 7 por ser los de mayor incidencia en México (3).
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Vacunas mixras.

Nombre comercial. Formula. Via de administracion

Cultivos inactivados de:
Bacterina triple  porcina| Bordetella b.

BHP Pasreurella m. Ay D. LM
Caldo, PECUARIUS. APP serotipos I y 5.
+ Al(OH);
Cultivos inactivados de:
Haemo-shicld P,PIER. APP serotipos 1,5y 7. LAL

Pasteuretlia m_Ay D,

Tadla B.En esia iabla 3e muesiran las vacunas mixias en contra de APP en México, destacandose su
combinacion con _Fa urglla_multocida A Y D por ser un agents inmunosupresor el cual puede favorecer la
entrada de APP (3).

11. Respuesta inmune contra Actinobacillus pleuroneumoniae.

11.1 Penetracion.

En la respuesta del hospedador se incluyen barreras inespecificas, como los sinusoides de
las vias respiratorias altas, el epitelio respiratorio, las secreciones mucosas y ¢l movimiento
ciliar. Los sinusoides y cilios eliminan las particulas suspendidas en el aire inspirado, una
vez atrapadas por el moco que 1apiza los conductos, pero las particulas de entre 1 y 3 mm
pueden alcanzar los bronquiolos y los alveolos pulmonares., que son los puntos mas
vulnerables. Al estornudar, los cerdos enfermos producen aerosoles que se deshidratan
rdpidamente, pero si llegan a ser inspirados por un animal préximo, se rehidratan
alcanzando un tamano adecuado para llegar a la parte mas profunda e intectar al cerdo (30).

11.2 Colonizacién.

El APP presenta 2 mecanismos de adhesion muy efectivos y que son especificos para esta
especie, inicia su adhesion y por lo tanto su colonizacion en ¢! pulmon porcino. Estos 2
mecanismos de adhesion tan efectivos son la fimbrias de citoadherencia y la molécula
lipido A uno de los tres componentes que constituye al LPS de csta bacteria (7,3,30,24,31).
Los pilis citoadherentes, que contiene el microorganismo, s6lo se expresan en ¢l epitelio de
la mucosa respiratoria de los cerdos, ya que este epitelio conticne una gran cantidad
recemores especificos (proteinas) (7) . para estas fimbrias.

En cuanto a la molécula lipido A de los LPS sucede lo mismo, al ser la mayor adhecina
de esta bacteria le permite adherirse tanto a los anillos traqueales como a las células del
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epitelio de la mucosa respiratoria de los cerdos ya que en estos sitios existen una gran
cantidad de receptores especificos para estas moléculas, los receptores mas identificados
son proteinas contenidas en traquea y parenquima pulmonar (24).

Estos 2 receptores especificos tanto para las fimbrias como para las moléculas lipido A son
los que dan la especificidad de especie y ademas contribuyen muy eficazmente a la
capacidad invasiva de esta bacteria, desempefiando un papel fundamental' en  la
colonizacion del pulmon porcino.

11.3 Lipopolisacaridos (LPS).

A pesar de que APP posee una capsula de aproximadamente 85 — 220 nm de grosor, los
LPS pueden atravesar esta gruesa capa y ser accesibles o expuestos por este
microorganismo encapsulado. Este LPS es ¢l mayor mecanismo de adhesién de esta
bacteria esto lo da en particular la molécula lipido A uno de los 3 componentes de los LPS,
al ser la mayor adhesina de esta bacteria le permite adherirse tanto a los anillos traqueales
como a las células del epitelio de la mucosa respiratoria de los cerdos ya que en estos sitios
existen una gran cantidad de receptores especificos para estas moléculas (24). Estua
observacion se confirma porque  los anticuerpos anti-LPS inhiben la adherencia (30,31).
El LPS representa, también, un mecanismo alternativo de adquisiciéon de hierro in vivo, a
través de su union a ta hemoglobina porcina con esto la bacteria obtiene el hierro necesario
tanto para su sobrevivencia como para su multiplicacion (31). Durante la multiplicacion
bacteriana se liberan LPS (11).

Los LPS liberados durante la multiplicacion de las cepas virulentas son reconocidos por
los CD14 de MQS y monocitos, con esto se estimulan a estas células para la produccion y
secreciéon de citocinas proinflamatorias tales como TNFa, IL-1, IL-6 y IL-8, esta sintesis
ocurre a las 2 hrs. postinfeccion (11,30). Estas citocinas juegan un papel importante en el
dafio tisular, aumentan la permeabilidad del tejido pulmonar favoreciendo los daiios
provocados por otros factores de virulencia producidos por esta bacteria (11,30,8). La
endotoxina es un componente de la pared bacteriana de los gérmenes gram (-), es uno de
los elementos que inicia la sepsis por estimular directamente a los fagocitos mononucleares,
monocitos ¥ MQS produciendo una varicdad de factores bioactivos que incluyen a
metabolitos del acido araquidonico como prostaglandinas (Pgs), leucotrienos ( Lts) (fuertes
activadores v quimiotacticos para los NQS), factor activador de plaquetas y citocinas
proinflamatorias TNFua y 1L-1(35.8,5). La secrecion de TNFa por estimulo de los LPS
induce una fuerte quimiotaxis de MQS., NQS v monocitos , aumentando ¢l numero de estas
celulas en el tejido pulmonar (en la infeccion) y al ser las principales productoras de TNFa
este se produce en altas concentraciones ademas de que es ¢l principal mediador de la
respuesta inflamatoria en contra de tas bacterias gram () (5). Las altas concentraciones de
TNFa estimula la secrecion de citocinas y quimiocinas tales como IL-1, IL-6, y IL-8 (IL-8
es quimiotactica para los NQS), con esto aumentan las concentraciones de citocinas
proinflamatorias y los NQS son las células mas abundantes a las 2-4-48 hrs.. pos-exposicion
a la bacieria, por la accion de 1a 1L-8 y los Lis {8.5). El TNFa aumema la permeabilidad
vascular facilitando la llegada de células y moléculas inmunocompetentes ( Ig G y
complemento).
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Pcro las alias concentraciones de citocinas y quimiocinas secretadas como respuesta a
los LPS bacterianos producen alteraciones que inclusive pueden ocasionar la muerte de los
animales. Del mismo modo las altas concentraciones de TNFa pueden mediar el choque
séptico produciendo efectos sistémicos que se traducen en una inadecuada perfusiéon de
Organos, disminucidn de gasto cardiaco, efectos en los endotelios vasculares (coagulacion
intravascular diseminada), fiebre, aumento en la sintesis de proteinas de la fase aguda, esto
puede llevar a un colapso cardiovascular provocando la muerte del animal (35)

Las altas concentraciones de TNFa ¢ IL-1 induce a nivel hipotalamico la produccion de Pg
E2 provocando con cswo la pirexia y aborto en las hembras gestantes en el altimo tercio de
la gestacion este es uno de los signos que se puede observar esporadicamente en esta
enfermedad. ademas también producen anorexia ¢sto por actuar sobre centros nerviosos y
la secrecidon continua de estas citocinas produce caquexia provocando debilidad en los
animales por la falta de nutrientes esto iado a las lesior cor idas en el pulmon
causa la muerte de los animales (35,7)

Los LPS también protegen a la bacteria en contra de la lisis mediada por el complemento,
por las 1gG especificas, también se les responsabiliza de producir daflos en el tgjido
pulmonar esto actuando sinergicamente con las toxinas Apx producidas por las bacterias
(35.34)

1 1.4 Fagocitosis.

La proteasa de secrecion producida por esta bacteria degrada proteinas del parénquima
pulmonar (7.31.30), iniciando un dafo cn el tejido pulmonar que induce un proceso
inflamatorio. ademas también degrada a las inmunoglobulinas IgA de la mucosa
respiratoria (7,29,30), contribuyendo a la capacidad de colonizacién y adherencia de esta
bacteria. Estas proteasas también provocan lisis de critrocitos obteniendo por cste método
¢l hierro, necesario para la sobre vivencia y multiplicacion de la bacteria (7.31,30).

A causa de este proceso inflamatorio y por accion del TNFa son atraidos MQS y NQS al
foco de infeccion infeccion. La fagocitosis de la bacteria por macrofagos y neutrofilos se
favorece por Ia opsonizacion mediante anticuerpos presentes en el sucro de los animales
convalecientes y por el fragmento C3b del complemento (30). Al ser fagocitadas las
bacterias son dustruidas por los mecani s microbicidas que V en el fagolisosoma los
cuales pueden ser dependicntes 0 no de oxigeno: los primeros (estallido respiratorio),
generan radicales libres de oxigeno sustancias que son muy reactivas.

Los segundos estin representados por enzimas lisosomicas, proteinas catidnicas,
quelantes de hierro, lisozima y otros (30,17). El APP al ser tagocitado secreta sustancias
toxicas, como son las toxinas Apx. Las Apx sirven a la bacteria como un mecanismo de
supervivencia en el interior de los macréfagos, ya que son capaces de formar poros en las
bicapas fosfolipidicas y pueden intervenir en la ruptura de la membrana del fagosoma,
escapando de esta estructura y, por tanto, evitando ha si su digestion intracelular (30).

11.5 Liberacion de los radicales libres de oxigeno.

l.as dosis bajas de Apx estimulan la produccion y liberacion de radicales de oxigeno muy
reactivos, que participan en el estallido respiratorio, aunque este efecto inicial se sustituye
pronto por su supresion, seguramente mediada por la SOD producida por la bacteria.
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Sustancia que se localiza en el periplasma del microorganismo y facilita la supervivencia
bacteriana local dismutando el superéxido generado por las células inflamatorias, mediante
esto la sustancia la bacteria es capaz de transformar los radicales libres y bloquear su
accion (31),

De esta forrna, el microorganismo combatiria 1os mecanismos dependientes de oxigeno
que tienen lugar en el fagolisosoma (30,32). Al existir una alta infiltracion de células
inflamatorias, existe una gran liberacién de radicales libres de oxigeno estimulado por estas
toxinas La liberacion de estos radicales podria participar ademas en €] daiio tisular, ya que
al ser secretadas se depositan en el tejido pulmonar y causan necrosis del tejido pulmonar
en ¢l huésped. y dafio en las células endoteliales de vasos sanguineos, provocando con esto
las lesiones necrdtico-hemorragicas caracteristicas de esta enfermedad.(30)

11.6 Interaccion de toxinas Apx con MQS y NQS.

En la patogénesis de la pleuroneumonia, ¢l daflo tisular es consecuencia directa de
microlesiones en las membranas celulares producidas por las toxinas Apx, las Apx de APP
son factores de virulencia muy importantes, que se responsabilizan del dafio en los tejidos y
del desarrollo de las lesiones necrotico-hemorragicas caracteristicas, aunque también
intervienen citocinas del hospedador inducidas por ellas; por ejemplo, en la infeccion
experimental con el serotipo 1, s¢ incrementa fuertemente la produccion de IL-1, 6 y 8 (9).
En su origen, ¢l dafo tisular se produciria como consecuencia directa de lesiones en las
membranas, o estas podrian contribuir a la capacidad invasiva, considerando Ia
citotoxicidad frente a macrofagos alveolares y neutrofilos Van y Leengoed et al. observaron
que APP producia estas sustancias toxicas (toxinas Apx), que funcionalmente actian como
porinas, para los macrofagos alveolares a las que los neutréofilos(8,7,31) son mas resistentes
{probablemente porque producen dos veces mas superoxido y cuatro veces mas Hx03) (30).
Las altas concentraciones de cstas toxinas producen poros en las membranas celulares de
estos fagocitos provocdandoles la muerte por estallido, por 1o que sus contenidos celulares
se depositan en el tejido pulmonar provocando dafios mas severos en el pulmon (5.,6).
Adcmas, esta ciooxicidad de las Apx produce la degenceracion de los macrdéfagos
alveolares, aunque se ha sefialado una ciena capacidad de supervivencia, tanto en
macrofagos como en neutrofilos. que sugiere la existencia de un mecanismo que permitiria
¢l escape fagosoma, pudiéndose especular sobre una posible participacion de las toxinas
ApX en esta funcion. Asi puces, parece claro que las toxinas Apx son capaces de producir
lesiones pulmonares y contribuyen a la invasion mediante sus propicdades antifagociticas,
También se ha sugerido que las Apx atectan a los linfocitos T, alterando la respuesta
inmune ¥ favoreciendo la cronicidad del proceso.

En cualquier caso s¢ considera que las Apx originan daiio pulmonar y contribuyen a la
invasion de los organos blanco mediante sus propicdades antifagociticas estas toxinas
también provocan lisis de eritrocitos (30,36), sicndo este otro mecanismo para que la
bacteria obtenga mas hicerro necesario para su sobre vivencia y multiplicacion.

11.7 Interaccion con el complemento.

La cascada del complemento a través C5a es también activada mediante el reconocimiento
directo de determinadas estructuras de la membrana externa de la bacteria (complejos de
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LPS). El fragmento C5a constituye ademas un péptido proinflamatorio muy potente que
estimula la llegada de PNM (polimorfos nucleares) al sitio de la infeccion, probablemente
esto induce una liberacién de IL-1, IL-6 y FNTa por parte de los monocitos, esto es una
causa de mas atraccion de neutréfilos y liberacién de 1L-8 (8) y ademas la {L-6 1a cudl es
producida también por células del tejido pulmonar (22), una vez activado ¢l complemento
se ha observado que las cepas capsuladas de APP son resistentes a la lisis mediada por el
complemento, en presencia o en ausencia de anticuerpos especificos, mientras que los
mutantes acapsulados son sensibles a la lisis por la via altemna. Udeze y Kadis sugieren que
los anticuerpos, ain siendo capaces de opsonizar a la bacteria, no activan ¢l complemento
porque éste es utilizado por anticuerpos inespecificos que reconocen epitopos proteicos de
la superficie de la bacteria, lo que hace que el complejo de ataque a la membrana se
deposite cn un punto no letal de la superficie (30).

Ward e Inzana seflalan que el complemento esti bloqueado por dos mecanismos
sinérgicos; por un lado, por la imposibilidad de que el C9 pueda depositarse sobre la
superficie de la bacteria, debido a la cdpsula y debido al bloqueo ejercido por los
anticuerpos especificos frente al LPS (30).

Figura13. fotomicroscopia electréonica de APP figura 14. En esta figura se muestra el bloqueo ejercido
mostrando la capsula bien desarrollada del por los anticuerpes especificos frente a LPS evitando
serotipo 5 co la cual evita que la fraccion la funcion del complemento

C9 del complemento se deposite sobre la
superficie de la bacteria.

{.a muerte de los animales provocada por esta enfermedad se da principalmente por una
respuesta inmune  exacerbada tanto en la alia infiltracién de células inflamatorias
principalmente MQS (macréfagos) y NQS (neutréfilos) como en las altas concentraciones
de citocinas proinflamatorias como son FNTa, IL-1, IL-6 y IL.-8 estos factores actiian
sinergicamente con los LPS y toxinas Apx producidos por las bacterias (26,16.5,22).
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12. Respuesta Inmune Especifica.

La respuesta protectora en contra de APP se ha observado que esta a cargo de linfocitos
Th2, esta sc da principalmente por la produccién de IL-6 estimulada por los LPS de la
bacteria. Esta 1L-6 cstimula el desarrollo de células Th2, las cuales producen y secretan IL-
4 la cual atrac quimiotacticamente a los linfocitos B para llevar acabo el fenémeno de
cooperacion; con el cual se estimula a las células B para que proliferen y se diferencien a
células plasmaticas y de memoria. Se a observado que las células plasmaticas producen Acs
(anticuerpos) hacia los siguientes componentes de la bacteria, en el suero de los animales
convalecientes se encontraron anticuerpos frente a la capsula, el LPS (antigeno O), OMPs y
proteinas secretadas. Los anticuerpos frente a la capsula y antigeno O de aigunos serotipos
(2, 5. 10 y 12) son especificos. Como el antigeno O de los serotipos 4y 7; 1,9y 11 y 3,6
¥y 8 comparte epitopos y es inmunodominante, los anticuerpos reaccionan cruzadamente.
Los sueros de los convalecientes reconocen también varias OMPs de 45, 50 y 66 kDa , Tbp,
toxinas Apx ¥y algunos otros antigenos. Los diferentes isotipos secretados en contra de esta
bacteria se distribuyen segun el tramo del sistema respiratorio que se considere; en la
porcién alta las secreciones son ricas en IgA, mientras que en el pulmén predomina IgG
(30). Lo anterior de da en una respuesta normal no alterada, sin embargo en esta
enfermedad se consideran dos mecanismos que actian sinergicamente, frustrando esta
respuesta. En el siguiente esquema se muestra la interaccion de los Linfocitos Th2 con las
toxinas de APP, que contribuyen al proceso crénico.

Cie. Th2 afectadas y
destruidas por ias
-

Pacas cls. Th2
tegan st

fenbmeno de ,
bRt cr. Tnz .
- - x "o

v W ten

- T2 contin, ==
LT ~w

i

Afectadas y destruidas
apx

df— POr ORI

proceco MNamatorio . e

Esquema 1. En el cual se alal ion de las i de APP en tra de cél T s
y células Tu2, por lo que se ven Ia ¢ h ly en de esta bacteria
(30).
c
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Debido a la destruccion de muchas clonas de linfocitos T ocasionada por las toxinas Apx
producidas por estas bacterias, el fenémeno de cooperacion entre linfocitos T y linfocitos B
no sera adecuado, lo que da como resultado una insuficiente produccion de 1gG y I1gA, en
este caso la bacteria escapa a la neutralizacién por Acs y por ende a la lisis mediada por cl
complemento. Antes de la afectacidén y destruccion de las célutas T, estas son capaces de
producir cantidades considerables de IL-10; cuya funcién principal es la inhibicion de los
MQS en todas sus funciones ( fagocitosis y produccion de citocinas), a su vez esta IL-10
inactiva al FNT« e IL-1 disminuyendo asi sus altas concentraciones. Como ya se menciono
ameriormente la principal causa de las lesiones en el pulmén y la muerne de los animales ,
es la exacerbada produccion de citocinas como FNTa, IL-1, IL-6 e IL-8, las cuales son
producidas por los MQS activados; cuando estos son inhibidos por efecto de la IL-10, se
disminuyen los daiios en el pulmén, 1o que evita la muerte del animal.

Los dafos ocasionados por las toxinas y otros factores de virulencia de la bacteria son
menos importantes, pues sc consideran microlesiones, que no ocasionan la muerte del
animal.

Un tercer mecanismo que contribuye a al proceso cronico de la enfermedad es el siguiente,
Stine et al. demostraron que en ratén y en cerdo, se inducen lesiones timicas
principalmente en los linfocitos T de la zona cortical, 1o que puede relacionarse con la
inhibicion del aclaramiento de la bacteria lo que contribuye al estado crénico y del
portador. Esta bacteria también afecta organos linfoides secundarios incluyendo a las
tonsilas, donde destruye a los linfocitos T. Esta destruccion de linfocitos T altera la
inmunidad inespecifica y promueve la cronicidad (30).

13. Inmunidad pasiva.

La inmunidad pasiva de los lechones, procedente de la madre, incluye inmunoglobulinas
del calostro y leche, ademis de una pequeiia produccién local. Los niveles de 1gG e IgM en
el calostro dependen de su transferencia desde la sangre, aunque una pequefa cantidad y las
IgA se sintetizan en las mamas de las cerdas (30). Los lechones que toman calostro de
madres inmunes, resisten el desafio intranasal, mientras que a los que se les suprime
mueren. Por lo tanto los lechones que reciben inmunidad materna atraves del calostro y
leche | estan protegidos las primeras 3-6 secmanas (30,17).
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Conclusiones.

Después de realizar la siguiente investipacion se llego a las siguientes conclusiones.

1.

[

La pleuroneumonia contagiosa porcina causada por APP es una de las enfermedades
respiratorias mas nocivas dentro de una granja por las repercusiones que tiene como
son; alta monrtalidad, baja en la ganancia diaria de peso, retraso en el crecimiento de
los animales y costos en el tratamiento en contra de la enfermedad.

Es una bacteria que depende mucho de sus factores de virulencia para sobre vivir en
el interior del huésped.

La especificidad de especie esta dada por los receptores especificos contenidos en el
epitelio del tracto respiratorio porcino tanto para fimbrias citoaherentes como para
la molécula lipido A de esta bacteria.
El principal factor predisponente
inmunosupresion  de
inmunosupresoras.
Que es esencial identificar los diferentes serotipos prevalentes en el pais o en ia
region para llevar acabo una buena inmunizacién y buenos tratamientos,

para la presentacion de la enfermedad es ia
los animales ye sea por estrés o por enfermedades

Existen métodos de diagnostico tanto para la enfermedad como el serotipo presente,
debido a la diferencia en la obtencion de los antigenos de esta bacteria, aumentando
asi 1as reacciones cruzadas.

Que la vacunacion solo disminuye la mortalidad y no disminuyen las lesiones
provocadas por la enfermedad por lo tanto no existe una vacuna que contribuya
cficazmente a la prevencion de Ya enfermedad.

f.a muerte provocada por ecsta enfermedad se da principalmente por la respuesta
inmune exacerbada  ¢n contra de esta bacteria y no tanto por los factores de
virulencia de la misma.




Lista de abreviaturas.

9 0 0 0 5 ¢ 00 0 0 00 0 0 9t 000 e

APPudctinobacilius pleuropneumoniae.

Apx: Operones. )
CAMP: Fenomeno de Christie; Alkins y Much-Petersen.
ELISA: Enzyme- Liked Immunosorbent Assay.
FNT: Factor de necrosis tumoral.

IL: Interleucinas.

INF: Interferon.

Kda: Kilodaltons.

KDO: Keto-deoxyoctulosonic acid.

LLPS: Lipopolisacaridos.

LTs: Leucotrienos.

NAD: Nicotinamida Adenina Dinucleotido.

NQS: Neutrofilos.

OMP: proteinas de membrana externa.

PAM: Macrofagos alveolares porcinos.

PCP: Pleuroneumonia contagiosa porcina.

PCR: Reaccion en cadena de la polimerasa.

PG: Prostaglandinas

PMN: Polimorfo nucleares.

PRRS: Sindrome reproductivo y respiratorio porcino.
RTX: Repeat of toxin.
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