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RESUMEN

Las infecciones respiratorias representan la causa principal de pérdidas econdmicas en la
mayoria de las granjas porcinas a nivel internacional. Estas pueden reducir la tasa de
crecimiento hasta en un 30% Yy afectar en 20% la conversion alimenticia. Al afectar de
manera diferente a los cerdos de un corral, nave o granja, la tasa de crecimiento se ve
alterada, incrementando el nimero de dias de engorda, asi como los costos de tratamiento.
Entre las principales infecciones respiratorias que afectan el crecimiento del cerdo se
encuentra: Micoplasmosis, Actinobacilosis, PRRS (Sindrome Reproductivo y Respiratorio
del Cerdo), Circovirus.

La frecuencia de las enfermedades respiratorias ha aumentado considerablemente a la vez
que se intensifica la produccion del ganado porcino; Las afecciones respiratorias tienen
efecto sobre el estado general de salud del animal y sobre su desarrollo. Estas causas tan
diversas son las que hacen dificil que el veterinario consiga resolver el problema de forma
eficiente y sobre todo duradera.

La Pleuroneumonia Contagiosa Porcina (PCP) es una enfermedad devastadora, produce en
los cerdos susceptibles una alta mortalidad y pérdidas econdmicas, debido a una mala
conversion alimenticia en los animales infectados crénicamente.

Por lo tanto es necesario el empleo de técnicas que nos permitan un diagnostico rapido del
estado de los animales, para proponer un programa de prevencion y control, asi como el

desarrollo de un tratamiento efectivo, en el cual la vacunacion cumple un papel importante.



Neumotest es una prueba rapida para identificar los serotipos de Actinobacillus
pleuropneumoniae en base al antigeno capsular tanto en el campo como en el laboratorio,
ya que esta prueba se basa en la aglutinacion del antigeno polisacarido capsular altamente
purificado “in situ” de tal manera que los anticuerpos producidos por la infeccion o por la
vacunacion reciente son detectados en forma sencilla. El antigeno polisacarido capsular es
un antigeno serotipo-especifico muy confiable y muy especifico para el diagnostico
serolégico de PCP.

Se usaron 90 lechones de dos meses de edad, peso de 12.0 a 15.0 Kg. provenientes de

granjas libres de PCP, PRRS, Pasteurella multocida y virus de la enfermedad de Aujeszky.

Agrupados en 6 unidades de 25 animales cada uno, por serotipo 1, 2, 3, 4, 5y 7, nombrados
en unidades del 1 al 6.

El seguimiento seroldgico mostré que hubo una respuesta inmunologica contra los
antigenos capsulares por la prueba de aglutinacion.

Los animales se inmunizaron con 1 dosis (2 ml), denominado grupo A, el grupo B esta
formado por cerdos sin vacuna (grupo control) y el grupo C es el de estabilidad (la vacuna
que se empleo en este grupo fue de 1 afio de vida de anaquel), la bacterina fue administrada
por via intramuscular (1.M.).

En cuanto a la evaluacion de la bacterina en cerdos inmunizados y desafiados con
Actinobacillus pleuropneumoniae serotipos 1, 2, 3, 4 ,5 y 7 mostraron que la bacterina

protegid contra los serotipos empleados al desafié homologo.



1. INTRODUCCION

1.1 ANTECEDENTES

Las enfermedades més comunes y que mas gastos erogan de las granjas porcinas son las
que afectan el aparato respiratorio y el sistema nervioso.

Las enfermedades respiratorias del cerdo, hoy en dia estan consideradas como uno de los
problemas de salud animal méas importantes en la produccion porcina. Las neumonias y la
rinitis atrofica, se caracterizan por permanecer en una explotacion y causar una continua e
insidiosa pérdida de las ganancias (Amass,1988 y Loeffen ,1999).

La Pleuroneumonia Contagiosa Porcina (PCP), es una enfermedad fulminante, que ataca en
tan solo cuatro horas a una piara susceptible y puede acabar hasta con 90% de esta
provocando serias mermas en la produccion, retraso en el periodo de engorda, altos costos
por consumo de medicamentos y requerimiento de asistencia veterinaria. (Torres, 1995).
Esto es debido a la pobre conversion alimenticia de los animales infectados crénicamente
(Ciprian, 1988 y Cowan, 1974).

El primer aislamiento de esta bacteria lo realizd Olander (California, EUA) en 1963, en
cerdos con problemas neumdnicos (Olander, 1963), ese mismo afio Shope (Argentina)
investigd un brote de tipo agudo en cerdos, después de una serie de estudios se llego a la
conclusion que ambas eran idénticas adquiriendo el nombre de Haemophilus
pleuropneumoniae (Shope, 1964).

En la actualidad en base a estudios de hibridacion de DNA esta bacteria se ha reubicado en

el género Actinobacillus denominandosele Actinobacillus pleuropneumoniae (Pohl, 1983).



1.2 CARACTERISTICAS GENERALES DE Actinobacillus pleuropneumoniae

El Actinobacillus pleuropneumoniae es el agente causal m&s comdn de la Pleuroneumonia
Contagiosa Porcina (PCP), una enfermedad severa y frecuentemente mortal que afecta al
cerdo de cualquier edad; Los cerdos en crecimiento son los mas severamente afectados, asi
como los inmunodeprimidos (Mendoza, Ciprian 2001).

La enfermedad fue reportada por primera vez por Pattison en 1957 (Estados Unidos),
siguieron reportes en Gran Bretafla y Argentina. A partir de esta fecha tanto el
microorganismo como la enfermedad se ha identificado en todo el mundo (Mendoza,
Ciprian 2001).

Por estudios realizados en México sabemos que los serotipos mas comunes son 1, 3,5y 7
tomando mayor importancia los brotes causados por el serotipo 1 (Lara, 2002).

Entre los factores que predisponen a los problemas respiratorios se encuentran los cambios
bruscos de temperatura, malas condiciones de higiene, estrés debido al manejo vy
adquisicion de nuevos animales. Algunos autores consideran que el factor mas importante
es la densidad de la poblacion animal (Landquist, 1974 y Shultz, 1982) y otros estudios
muestran que el manejo y el ambiente juegan un papel importante en la incidencia y

gravedad de las neumonias (Landquist, 1974).

1.3 Etiologia

El Actinobacillus pleuropneumoniae es una bacteria ampliamente distribuida en muchos
paises. La bacteria es Gram negativa y pleomorfica, se observa como un bacilo corto y
encapsulado que mide de 0.5 — 1.5 um de largo por 0.3 um de ancho (Wilson, 1987; Lara,

2002; Straw, 1999).



Presenta capsula, inmadviles (no posee flagelos), con actividad hemolitica, no produce
esporas pero si toxinas, posee fimbrias citoadherentes y es anaerobio facultativo. Se han
descrito 15 serovariedades, la especificidad seroldgica la dan los polisacaridos (Wilson,
1987; Lara, 2002; Straw, 1999).

Fue clasificada por estudios realizados sobre las bases fenotipicas y sobre el acido
desoxirribonucleico (ADN) de estas bacterias, cuando la especie es dependiente de
nicotinamida adenina dinucleotido (NAD) pertenece a la biovariedad 1 y si no es

dependiente de NAD a la biovariedad 2 (Fenwick, 1994).

1.3.1 ASPECTOS DE VIRULENCIA Y DANO PULMONAR

Los factores de virulencia son responsables de las reacciones que ocurren durante el
proceso de una enfermedad; por lo tanto su estudio permite entender los mecanismos
usados por la bacteria para causar la enfermedad (R. Moreno, 2003-4).

Actinobacillus pleuropneumoniae presenta distintos factores de virulencia. Entre ellos se
puede citar la capsula, la pares bacteriana LPS (Lipopolisacarido) y las toxinas
(Gottschalk, 2005).

Actinobacillus pleuropneumoniae es altamente especifico para el cerdo, probablemente
porque el epitelio de la mucosa respiratoria posee receptores para los pilis citoadherentes,
fimbrias que solo se expresan en el cerdo. La bacteria al ser inhalada se pega por medio de
estas estructuras a la mucosa respiratoria y no es eliminada por el pulmén por sus

mecanismos de remocion (Gerrlach, 1993).



La virulencia atribuida a la capsula es variable entre los diferentes serotipos, y aunque es
requerida para que un Actinobacillus pleuropneumoniae sea virulento, ain no se conoce
por completo el papel patogénico de la capsula, esta no tiene actividad toxica o pirdgenica,
pero si hay actividad blastogénica linfocitaria, asi mismo hay resistencia a la fagocitosis por
parte de los neutrofilos ademas de que interfiere con la actividad del complemento hacia la
membrana (Gerrlach, 1993).

La bacteria Actinobacillus pleuropneumoniae es un microorganismo Gram negativo que se
caracterizan por presentar una membrana externa, que estructuralmente es idéntica a la
membrana celular o interna, s6lo que en la membrana externa o envoltura celular se
encuentra localizado el LPS (Gerrlach, 1993).

En esta bacteria se encuentra un antigeno somatico denominado “O”, situacién que no
ocurre con las bacterias del género Haemophilus, por lo que el término de LPS no se aplica,
pero si el de lipooligosacarido (LOS) (Gerrlach, 1993).

Cuando el LPS de Actinobacillus pleuropneumoniae se indcula por via intradérmica
produce una reaccion de Shwartzman-Sanarelli, este fendmeno se produce cuando dos
dosis de endotoxina son administradas a intervalos de un tiempo corto (en horas) por via
intravenosa, dando lugar a una coagulacion intravascular generalizada con necrosis bilateral
de la corteza renal que suele ser mortal (Mendoza, 2005); también actla como un agente
pirdégeno, induce una infiltracién de células inflamatorias cuando se inocula a ratones y
cerdos por via respiratoria, observandose una neumonia intersticial multifocal y no la

neumonia fibrinohemorragica necrotica clasica de la PCP (Mendoza, 2001).



Garantizada la permanencia de Actinobacillus pleuropneumoniae en el pulmon, la bacteria
secreta sus exotoxinas (Mendoza, 2001). Las cuales son consideras como los principales
factores de virulencia, responsables de la mayoria de las lesiones pulmonares y toxicas para
los macrofagos alveolares (Gottschalk, 2005).

Se han identificado cuatro tipos de toxinas producidas por Actinobacillus

pleuropneumoniae , las cuales son llamadas toxinas Apx, que pertenecen a la familia de las

toxinas RTX formadoras de poros, y presentan las siguientes caracteristicas:

% Apx I: Proteina de 105 kDa, fuertemente hemolitica y fuertemente citotoxica.
La producen los serotipos 1, 5a, 5b, 9, 10 y 11 y por lo tanto son los mas
virulentos.

% Apx IlI: Proteina de 103-105 kDa, débilmente hemolitica y débilmente
citotoxica, la producen todos los serotipos excepto el 10.

s Apx IlI: Proteina de 120 kDa, es no hemolitica y fuertemente citotoxica y la

producen los serotipos 2, 3,4, 6y 8.

w Apx IV: recientemente descrita en Actinobacillus pleuropneumoniae, tiene
actividad citotoxica y la producen todos los serotipos, ademéas de que son
especificas del serotipo 6.

La actividad hemolitica de estas proteinas es probablemente la responsable de las lesiones

iniciales de la PCP, caracterizadas por ser hemorragicas y necrosantes. Las toxinas Apx son

el principal factor de virulencia y en su ausencia la cepa de Actinobacillus

pleuropneumoniae es avirulenta (R. Moreno, 2003-4).



1.4 EPIDEMIOLOGIA

Para evitar perdidas significativas asociadas con estos patdgenos necesitamos adquirir

conocimientos que nos expliquen lo que pasa dentro de las granjas porcicolas.

FACTORES DE RIESGO DE LA PCP

v

Estos organismos son potencialmente transmitidos por aerosoles (Desrosiers,
2004).

El transporte en aerosol de gérmenes patdgenos, especialmente durante las
tormentas frias y himedas puede cubrir grandes distancias (varios kilémetros)
(Plonait, 2001).

La densidad de poblacion porcina de la region se mide en poblacion de porcino
por kildbmetro cuadrado, cuando el factor de riesgo de una explotacion es
superior a 50, el peligro de reinfeccion se considera grande (Plonait, 2001).

La situacion topografica de la explotacion porcina tiene importancia como factor
de riesgo (Plonait, 2001).

Seria muy deseable eliminar la fuente de los aerosoles infecciosos, lo cual
solamente es posible mediante el saneamiento de grandes areas, y asi evitar
reinfecciones. Las medidas que proporcionan la maxima proteccion, son las que
impiden la entrada de agentes patdgenos a la explotacion.

La reduccion al maximo de situaciones de riesgo conocido como (compra de
animales de explotaciones con infecciones latentes, transporte de animales,
movimiento de los mismos) o los riesgos posibles (movimiento de personas,

roedores, etc.) (Plonait, 2001).



Optimizar el clima de la nave y si la presién de la infeccion externa no es demasiado alta,
puede evitarse la aparicion de una enfermedad respiratoria.

Dentro de la misma explotacion porcina tienen importancia para el riesgo de infeccion y el
curso de la enfermedad el respirar aire compartido, tanto por cerdos sensibles como por los
ya infectados, ademas de la densidad de ocupacion con respecto al intercambio de aire. La
predisposicion a la enfermedad aumenta sensiblemente con el frio y la carga de gases

nocivos como amoniaco (Plonait, 2001).

1.5 PATOGENIA

La infeccion es por aerosoles o por contacto directo (Taylor, 1999), en ocasiones por via
indirecta (viento, vestimenta, herramientas, etc.), es posible la introduccion de la infeccion
en una granja por el ingreso de animales portadores (Gottschalk, 2005).

El Actinobacillus pleuropneumoniae se encuentra principalmente en el tracto respiratorio y
en las tonsilas del cerdo.

Las cepas apatdogenas de Actinobacillus pleuropneumoniae del cerdo también pueden
encontrarse en las mucosas de otros animales, sobre todo vacas y ovejas; no existe ningun
indicio de que se produzcan infecciones en humanos (Plonait, 2001).

La sobreviviencia del agente en el ambiente es corta, pero si esta protegido con una capa de
moco puede sobrevivir por algunos dias (Vargas, 1994), la transmisién entre piaras
(conjunto de cerdos) ocurre por la introduccion de cerdos que no han sido expuestos a la

enfermedad.



Mezclar animales aumenta el riesgo de contagio, ademas del estrés, hacinamiento y
especialmente, cambios bruscos de temperatura, aunado al exceso de humedad y la mala
ventilacién son otras causas de una posible epidemia (Straw, 1999; Lara, 2002; Nicolet,
1986).

La intensidad con que pueden irritar las mucosas, asi como la colonizacién de diferentes
compartimientos del tracto respiratorio (depende en gran medida de su tamafio, particulas
superiores a 5 um, se depositaran principalmente en la zona de la nariz y la laringe
(Plonait, 2001).

Cuando se supera una infeccion natural se consigue una proteccion solida, que
probablemente se deba en gran medida a la inmunidad local y en mucha menor medida a la

humoral (Plonait, 2001).

1.5.1 CUADRO CLINICO Y CURSO

El curso de la enfermedad depende en gran medida de otros gérmenes que pueda haber en
la explotacion. Cuando aparecen ademas sintomas clinicos de NE (Neumonia Enzodtica),
PRRS (Sindrome Reproductivo y Respiratorio del Cerdo), Aujezky, gripe, etc. Asi el curso
de la PCP aparece mucho mas grave.

En principio cabe distinguir cuatro cursos distintos de la infeccién: sobreagudo, agudo,

cronico y subclinico (Plonait, 2001).
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Cuadro 1, En el se muestra los distintos cursos de infeccion y los signos que se observan

en cada uno de ellos.

Curso Sobreagudo

Se  observa apatia,
rechazo del pienso,
vOmitos, disnea,
aumentos de

temperatura hasta de
425 °C.

Segun la intensidad de
las lesiones pulmonares
aparece la tos, silbido
pulmonar, cianosis y
hemorragias nasales
espumosas durante la
agonia, con respiracion
por la boca y sintomas
de debilidad
cardiocirculatoria.  Se
produce la muerte en el
plazo de 12-24 horas
(muerte subita), dentro
de una explotacion la
enfermedad se difunde
rapidamente y a saltos.

Curso Agudo
Destacan sobre todo
disnea, inapetencia,
apatia, fiebre hasta
41 °C, 'y tos
intermitente y
dolorosa.

Sin tratamiento al

cabo de pocos dias
puede producirse la
muerte o el paso a un
Ccurso cronico.

Estos dos primeros
cursos son los mas
frecuentes en las
explotaciones de la
piara.

Curso Croénico

En esta forma de

enfermedad se
observan  sintomas
apenas
caracteristicos.  Los
hallazgos

principalmente son:

Ausencia de fiebre o
muy leve, puntas de
fiebre, tos, a veces
disefia (sobre todo
después de moverse).

Apetito insuficiente,
retrasos en el
crecimiento,
raquitismo.

En este curso se
observa también en
las explotaciones de
cebo o con mayor
frecuencia en
explotaciones de
ciclo cerrado.

Curso Subclinico

En las explotaciones
porcicolas con
buenas practicas
ambientales, tras una
fase aguda corta o
una infeccion latente,
puede presentarse
este curso sin ningun
tipo de sintomas en
todos los animales de
la explotacion.

Cuadro tomado de Plonait y Bickhasdt (27).

1.6 DIAGNOSTICO

En base a la sintomatologia puede establecerse una sospecha de diagndstico, en el caso de

la imagen de la necropsia es caracteristica de esta infeccion (Plonait, 2001).

Microscopicamente en casos agudos aparecen zonas neumonicas de un color rojo intenso

de un diametro de 1-3 cm., sobre todo localizadas en el I6bulo caudal, que sobresalen de la

superficie pulmonar, en estas zonas hay adherencias fibrinosas con la pleura (Plonait,

2001).
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En el curso sobreagudo abundan las manchas antes mencionadas, que incluso llegan a
confluir, y en la cavidad torécica se encuentra una secrecion seroso-hemorragica. Tras una
enfermedad prolongada se produce una pleuritis, y las lesiones pulmonares presentan una
superficie de corte de color gris rojizo o gris blanquecino con un centro necrotico
(secuestros pulmonares) (Plonait, 2001).
Cuando se presenta una complicacién poco frecuente en forma de artritis y endocarditis
valvular asi como septicemia en el caso de los lechones lactantes. El diagndstico, ademas
de basarse en la identificacion de las correspondientes lesiones pulmonares (en los animales
fallecidos, sacrificados, o los cerdos del matadero) se puede reforzar con:

v Aislamiento e identificacién mediante cultivo (lo que en cursos agudos y en cerdos

sin tratar es bastante dificil).
v Anélisis seroldgico, de sangre (Kit de ELISA, KBR compafifa Alemana)’ y calostro

(ELISA). Este es el método de eleccidn en los cursos cronico y subclinico.

La técnica de Elisa es un procedimiento de ensayo inmunoenzimético cuyo nombre resulta de la asociacion
de las iniciales de su denominacion inglesa (enzyme linked inmuno sorbent assay). Como todo ensayo
inmunoenzimético, la prueba recurre al empleo de inmundgenos, haptenos 6 anticuerpos marcados con una
enzima, para revelar el reactivo complementario a nivel de distintos fluidos bioldgicos.

Fue concebida independientemente en 1971 en Suecia y Holanda, siendo aplicada posteriormente a la
revelacion y a la cuantificacion de los més diversos tipos de sustancias presentes en liquidos organicos
(antigenos, anticuerpos, hormonas, farmacos, etc.).

El 4rea de sus aplicaciones médicas se ha expandido en forma sostenida, siendo utilizada como el primer
sustituto de la técnica de Radioinmunoensayo* en la medicién de hormonas, inmunoglobulinas, antigenos y
anticuerpos en infecciones bacterianas, micésicas, parasitarias o virésicas.

De un modo general se procede a la fijacion de uno de los componentes de la reaccion inmunoldgica
(antigeno Ag o anticuerpo Ac) a un soporte solido, poniendo luego ese sistema en contacto con una fase fluida
que contiene el reactivo complementario. ElI complejo inmunoldgico formado es enfrentado luego a las
moléculas capaces de reconocer a su componente mas superficial, marcadas con una enzima (peroxidasa de
rdbano picante); agregdndose posteriormente un sustrato cromogénico de la enzima marcadora. La existencia
de una reaccion inmunoldgica se demuestra y se cuantifica midiendo espectrofotométricamente la cantidad de
producto enzimatico resultante ( labgeminis.com).
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Tras un brote agudo hay que pensar en un diagndstico diferencial de otras formas
sobreagudas de neumonia, como la gripe porcina, asi como en la microangiopatia o en otras
enfermedades cardiocirculatorias graves. El curso crénico y subclinico no se pueden

distinguir de una EP? (Plonait, 2001).

1.6.1 AISLAMIENTO Y TIPIFICACION DE Actinobacillus pleuropneumoniae A
PARTIR DE PULMONES DE CERDOS.

Para la tipificacion los métodos seroldgicos son los mas adecuados ya que se pueden
realizar en los animales vivos con o sin signos clinicos, no requieren del sacrificio de los
cerdos, son mas rapidos y permiten hacer perfiles de la enfermedad, identificando el punto
de infeccion de la granja. Para el diagndstico serolégico de PCP® se pueden mencionar las
siguientes pruebas: aglutinacion, aglutinacion indirecta, fijacion de complemento, prueba
de ELISA y NEUMOTEST (Torres, 1995).

Los extractos antigénicos pueden ser identificados y serotipificados en tejido pulmonar por
pruebas de coagulacion en extractos, inmunofluorescencia indirecta e inmunoperoxidasa en
tejido y el DNA puede ser identificado por PCR simple o maltiple (Taylor, 1999).

Las afecciones crdnicas en cerdos contagiados pueden ser identificadas obteniendo lavados
tonsilares (0 enjuagues tonsilares) y cultivando o por la presencia de anticuerpos en saliva,
secreciones nasales, calostro, jugo de carne o mas usualmente suero (Taylor, 1999).

Los anticuerpos pueden identificarse mediante ELISA con antigenos capsulares, por
fijacion de Complemento, radioinmunoensayo, aglutinacion en latex y aglutinacion en tubo

con 2-mercaptoetanol (Taylor, 1999).

2EP = Neumonia enzodtica. / > PCP = Pleuroneumonia Contagiosa Porcina.
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1.7 TRATAMIENTO

Para que el tratamiento a administrar sea eficaz debe instaurarse desde el principio de la
enfermedad, apenas aparezcan los signos clinicos. Se debe de contar con el resultado del
antibiograma para asegurar una buena respuesta clinica. El uso de antimicrobianos puede
reducir la mortalidad y las lesiones, pero no impide la infeccion, ya que los animales
quedan como portadores (Gottschalk, 2005).

El tratamiento debe realizarse por via parenteral, ya que se ha demostrado que los animales
enfermos comen y beben menos, y la via oral puede utilizarse para prevenir la aparicion
de nuevos casos clinicos.

Es importante identificar (marcar) los animales tratados, para poder verificar que esos
animales no contindan presentando signos clinicos, lo que indicaria una probable
resistencia bacteriana al producto utilizado (Gottschalk, 2005).

Niveles terapeuticos apropiados de antimicrobianos pueden prevenir la enfermedad, los
antimicrobianos que pueden usarse son la penicilina, cefalexina, ampicilina, amoxicilina,
oxitetraciclina,doxyciclina, trimetroproma con sulfametoxasol, tiamulina, florfenicol y
cloranfenicol (Gottschalk, 2005).

Recientemente se han usado el enrofloxacin 5 mg/Kg, ceftiofur de 3-5 mg/Kg vy
lincospectina 5 mg/Kg (Gottschalk, 2005).

El tratamiento parenteral debe repetirse durante tres dias a cerdos afectados, se les debe
administrar con agua por medio de sonda o tubo (Taylor, 1999).

Finalmente en las granjas donde aparece un brote agudo, es importante aumentar la entrada

de aire (ventilacién), de la misma forma si la temperatura disminuye (Gottschalk, 2005).
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Los tratamientos dirigidos al control de Actinobacillus pleuropneumoniae dependeran de
diversos factorescomo: dosis, sensibilidad del microorganismo y sobretodo el momento en

que sean aplicados (Olander, 1963).

1.8 INMUNIZACION

La inmunizacion contra los patdgenos que requieren de interacciones con otros
microorganismos y/o de la contribucion de factores de estrés, es dificil. Es por ello que los
investigadores de las nuevas vacunas siempre deben estar advertidos de la manera, como el
sistema inmune del cerdo interactta con las partes del microorganismo patdégeno, conocidas
como antigenos, que estimulan la respuesta inmune (Tomas M, 2002).

La inmunidad adquirida es la proteccion que el cerdo genera durante su vida, se puede
adquirir ya sea pasiva o activamente, un cerdo recién nacido depende particularmente de la
inmunidad pasiva, ya que nace sin inmunidad y debe adquirirla mamando el calostro lo mas
pronto posible después de nacido (Thomas M, 2002).

La inmunidad pasiva puede ser inyectada o administrada oralmente en la forma de suero
hiperinmune obtenido de un cerdo que se ha recuperado de la enfermedad, o que ha sido
inmunizado mas de una vez y por ello, tiene una alta concentracion de anticuerpos en su
organismo. La inmunidad pasiva no hace que el sistema inmune cree células capaces de
recordar al antigeno, posteriormente (Thomas M, 2002).

La inmunidad activa se crea cuando el cerdo se recupera de la infeccion natural o se expone

artificialmente al agente infeccioso mediante una vacunacion.
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R/

%+ Las vacunas tienen dos objetivos:

1. No causar la enfermedad (seguridad).

2. Proteger con efectividad al cerdo contra la enfermedad causada por el agente

infeccioso, estimulando al sistema inmune del cerdo (Thomas M, 2002).

Los microorganismos que invaden al cerdo a través de las superficies mucosas por lo
general requieren de una vacuna administrada a través de mucosas (via oral), o por via
intramuscular.
Otro forma de vacunar a los cerdos es la via intraperitoneal, que consiste en la inyeccion de
la vacuna directamente en la cavidad abdominal, esta inmunizacion permite inyectar el
antigeno vacunal cerca del sitio de la infeccion. En lechones recién nacidos, los
anticuerpos circulantes, evitan que el animal desarrolle su propia inmunidad activa, esta es
la principal razon por la que los programas de vacunacion a menudo no son efectivos en los
cerdos recién nacidos. Ademas no todos los lechones responden a la vacunacion de la
misma forma (Thomas M, 2002).
A medida que los cerdos se van exponiendo a los antigenos que se encuentran en el
ambiente que los rodea, su sistema inmune madura y comienza a producir células inmunes
que los ayudan a atacar las enfermedades (Thomas M, 2002).
La edad adecuada para inmunizar a un cerdo joven es después de que haya desaparecido la
inmunidad pasiva obtenida por su madre (4-12 semanas de edad) y cuando su propio
sistema inmunologico haya madurado lo suficiente como para responder al antigeno
vacunal, creando suficiente proteccion para mantener al animal sano bajo circunstancias

normales (Thomas M, 2002).
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La mayoria de los programas de inmunizacion requieren una primera exposicion para
estimular la inmunidad (respuesta primaria) y una segunda exposicion para generar una
solida respuesta, que sea suficiente para proteger al cerdo contra la enfermedad. Esta
proteccion tiene una cierta duracién. Para dar tiempo a que las células inmunes respondan a
un antigeno, es necesario esperar cuando menos dos semanas y preferentemente 3; antes de
administrar la segunda inmunizacion (Thomas M, 2002).
Los refuerzos deben ser administrados cada 3 y 5 afos para la forma oral y parenteral
respectivamente (Darwich, 1999).
Si no hay una inmunidad mediada por celulas efectivas, estos microorganismos
sobrevivientes pueden multiplicarse hasta el punto en que nuevamente se produce la
bacteremia y los sintomas (Schaechter, 1994).

% Un programa de vacunacion para PCP se aplica de la siguiente manera:

1) Inmunizacion basica Unica de todos los animales reproductores en forma oral o

parenteral.

2) Inmunizacion de las hembras madres o dos veces antes del parto, por via oral o
parenteral en combinacion con otras aplicaciones suministradas como vacuna viva, por
ejemplo vacuna viva contra disenteria de los lechones lactantes.

3) Inmunizacién Unica de todos los cerdos jovenes al ser ingresados en el plantel de
engorda ya sea por via oral o parenteral en combinacion con otras aplicaciones
suministradas en el periodo de mantenimiento como vacuna viva. Este programa comienza
desde la existencia de la inmunizacién individual de cada grupo animal a fin de prevenir
enfermedades clinicas, alteraciones y pérdidas en la produccién, lo cual tiende a un

saneamiento efectivo (Thomas M, 2002).
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4) En los cerdos las vacunas altamente sensibles a las endotoxinas no toleran en
todos los casos las reacciones anafilacticas de incompatibilidad que se pueden presentar

después de una aplicacion parenteral con otros preparados (W. Scoll, 1994).

1.9 VACUNACION

El control de esta infeccién se hace mas complicado ya que el microorganismo permanece
latente dentro del hato en ganglios y tonsilas ademas de que existen diferencias de
patogenicidad entre los serotipos existentes.

El tiempo mas apropiado para la vacunacion puede ser identificado por monitoreo
serologico de los anticuerpos para producir un perfil, estos perfiles pueden variar o cambiar
de estructura a estructura en la misma granja, la vacunacion previa a la entrada de la unidad
final puede ser particularmente efectiva (Taylor, 1999).

Comunmente las vacunas son hechas a partir de cultivos extracelulares bacterianos muertos
0 atenuados, conteniendo 4 serotipos escogidos los cuales representan a los existentes en el
hato o pais (Taylor, 1999).

La vacuna disponible desde 1995 es la UK (Suvaxyn HPP, Solvay Puphar) contiene
serotipos 3, 6, y 8, de Actinobacillus pleuropneumoniae, es administrada en dos
inyecciones, por dos semanas para animales no prefiados, después de los 6 meses de edad
(Taylor, 1999).

Los programas de vacunacion usados confieren proteccion pasiva subsecuentemente a la
vacunacion de los cerdos. Cuando la inmunidad pasiva se presenta (en cerdas vacunadas o
por infeccion enzondtica) los mejores resultados son obtenidos al vacunar a los lechones
después de desaparecer la inmunidad maternal. Esto usualmente ocurre de 4 y 12 semanas

de edad y previenen la infeccion dando la primera inyeccién en esta etapa (Taylor, 1999).
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Estudios experimentales demostraron que un ndmero elevado de antigenos de
Actinobacillus pleuropneumoniae protegen contra de la enfermedad en algin grado y en
combinacion de las toxinas Apxl, ApxIl, Apxlll y la proteina de 42KD de la membrana
externa protege contra otros serotipos (Taylor, 1999).

La problemaética de la enfermedad ha llevado a generar vacunas subunitarias con toxinas y
proteinas externas de membrana denominadas Apx | + OMP y ApxL-ApxIII-OMP
(Mendoza, 2001).

Las experiencias con este tipo de vacunas han sido favorables sin embargo la posibilidad de
eliminar completamente a los animales portadores vacunados aun no queda excluida.
Actualmente se esta trabajando con una vacuna viva de Actinobacillus pleuropneumoniae
serotipo 7 (HS93C-A+) con una mutacion en el sitio Apx I1C y capacidad de excretar la
toxina pero sin que esta se fije a las células blanco, la vacunacion es intranasal con 1.0x10°
UFC/ml en dos dosis (Prideaux C. CSIRO Australia), asimismo existe la cepa 4074-
estreptomicina dependiente del laboratorio del Dr. Fenwick en Kansas utilizada como
vacuna en otros estudios (Mendoza, 2001).

La Unica alternativa al uso de alimentos medicados para combatir la PCP es un programa
eficiente de vacunacion. Las vacunas actualmente disponibles en el mercado no permiten
una proteccion total (Plonait, 2001).

Nuevos estudios han demostrado que existen diversos factores, como antigenos de capsula,
lipopolisacaridos, proteinas externas de membrana, hemolisina y citolisina, que son

responsables de la virulencia del agente patégeno (Plonait, 2001).
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La elaboracion de diferentes vacunas basadas en estos factores de virulencia permite
abrigar la esperanza de que se pueda obtener no solamente una inmunidad humoral como la
que se consigue hasta ahora con las vacunas que hay en el mercado, sino sobre todo una
inmunidad local contra diversos gérmenes (Plonait, 2001).

Se han obtenido exitos esperanzadores con una vacuna «outer membrane» (proteina de la
membrana externa) contra la infeccidn con serotipos homélogos. Sin embargo, el costo de
esta vacuna es alto y por el momento no esta disponible para su uso comercial (Plonait,
2001).

También se han descrito vacunas en aerosol. Los animales vacunados de esta manera
presentan una buena proteccion clinica, muchas menos lesiones pulmonares comparadas
con el grupo control y una respuesta inmunitaria tanto local como general. Sin embargo, el
vacuna en aerosol todavia no esta suficientemente desarrollada para su aplicacion practica
(Plonait, 2001).

Los programas vacunales en conjunto se consideran costosos y no siempre proporcionan la
proteccion deseada (Plonait, 2001).

La inmunidad inducida por la vacunacién es claramente menos sélida que la que se produce

como resultado de superar una infeccion natural. (Plonait, 2001)

1.10 TERAPIA'Y PROFILAXIS
Animales enfermos han de ser tratados individualmente por via parenteral.
Normalmente responden bien a una terapia. EI medio de eleccion sigue siendo la penicilina

a dosis de 20.000 UI/Kg PV, durante 3 dias (Plonait, 2001).
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Cuando aparece un brote de la enfermedad estd indicada la utilizacion de alimento
medicado medicado, se ha demostrado utilidad de una combinacion de
clortetraciclina/trimetropim con penetamato y/o tiamulina. Pero estos programas de
saneamiento no se han aplicado a infecciones clinicamente manifestas con PCP. En la
mayoria de los casos sin embargo, tras intentos de erradicacién de PCP puramente
medicamentosos, al cabo de poco tiempo se han producido nuevos brotes agudos (Plonait,
2001).

Para reducir las pérdidas econémicas de las explotaciones porcicolas infectadas con PCP de
momento, solamente se puede recurrir al uso regular de medicamentos con fines
profilacticos y terapéuticos, a veces combinado con programa de vacunacion (Plonait,

2001).

1.11 ERRADICACION

Piaras que estan libres de infeccion por Actinobacillus pleuropneumoniae pueden ser
mantenidos asi mediante aislamiento. Estos forman fuentes libres de enfermedad
comunmente pueden emplearse para repoblacion (Taylor, 1999).

La despoblacion de granjas, limpieza, desinfeccion y repoblacion con animales libres de
enfermedad puede acabar con el problema (Taylor, 1999).

Los tratamientos antimicrobianos no han sido exitosos en la erradicacién pero combinados
con la vacunacion, despoblacion parcial y traslado de portadores seroldgicos y tonsilares
son un éxito.

El tratamiento de hatos con enrofloxacin por medio de respiraderos y aspiraciones se

encontré como un método adecuado para erradicar la infeccion (Taylor, 1999).

21



La medida ideal para la erradicacion total de la PCP seria un saneamiento completo, pero
solamente tiene sentido hacerlo en un &mbito regional cubriendo todas las explotaciones de

area concreta (Plonait, 2001).

1.12 NEUMOTEST

La problematica acerca de la PCP expuesta anteriormente, motivo a Ciprian y cols. (4) a
desarrollar un paquete tecnoldgico con el fin de elaborar a nivel industrial equipos de
diagndstico seroldgico para la PCP, empleando tecnologia sencilla y de bajo costo.

Con la utilizaciéon de éstos equipos se podra conocer el “status inmune” de la granja
respecto a la enfermedad y poder asi establecer las medidas de control necesarias. El equipo
de diagndstico fue denominado NEUMOTEST, es una prueba de aglutinacion en placa,
disefiada para la identificacion directa de los anticuerpos capsulares de Actinobacillus
pleuropneumoniae contenidos en el suero del cerdo de cualquier edad mediante un simple

ensayo de aglutinacion en placa que se realiza en unos minutos (Mendoza, 2001).

1.13 EXPLICACION DEL PORQUE SE REALIZA LA PRUEBA NEUMOTEST

Los cerdos infectados con Actinobacillus pleuropneumoniae desarrollan PCP, estos
animales mueren o llegan a recuperarse. En los pulmones de los cerdos que llegan a
sobrevivir perduran las lesiones cronicas o “secuestros” que permanecen durante toda la
vida del animal y se consideran como portadores asintomaticos. Si un cerdo sufre PCP y es
portador asintomatico produce anticuerpos propios de la enfermedad. Por el contrario, si un
cerdo es vacunado contra PCP y no ha estado en contacto con  Actinobacillus
pleuropneumoniae desarrolla una clase de anticuerpos propios de la vacunacién (Torres,

1995).
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NEUMOTEST esta disefiado para el diagnostico in vitro, ofrece la oportunidad de
distinguir directamente en las granjas porcicolas, si un cerdo ha sido infectado con
Actinobacillus pleuropneumoniae de campo y por lo tanto es portador de la PCP o si el

cerdo esta sano, esté o no vacunado contra PCP (Torres, 1995).

1.14 PRINCIPIOS DEL PROCEDIMIENTO

La prueba de NEUMOTEST se basa en el principio de aglutinacion directa. EI suero del
cerdo a evaluar es mezclado con el reactivo que contiene células completas de
Actinobacillus pleuropneumoniae tefiido.

En el caso de un cerdo infectado con PCP el suero contiene anticuerpos especificos que
reaccionan con los antigenos presentes en el reactivo, produciendo una aglutinacion
caracterizada por la aparicion de aglutinacion en la mezcla, indicando un resultado positivo.
En un cerdo sano el suero normalmente no contiene anticuerpos contra Actinobacillus
pleuropneumoniae, si se tratard de un cerdo vacunado contra la PCP el suero contiene
anticuerpos especificos contra el inmundgeno gque no reaccionan con el antigeno empleado
para la elaboracion del NEUMOTEST, de tal forma que la aglutinacion no se produce

indicando resultado negativo (Torres, 1995).
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1.15 JUSTIFICACION DEL PROYECTO DE TESIS
El Actinobacillus pleuropneumoniae esta considerado como el segundo agente bacteriano
mas importante causante de enfermedades en cerdos, por lo que se requiere de un
diagndstico integral, certero y veraz, capaz de proporcionar la informacion necesaria y
suficiente para el control y/o erradicacion de la enfermedad.
Recordando solo que cuando se presenta un brote de PCP, el productor solo tiene dos
opciones:

1) Convivir con la enfermedad, minimizando el impacto econémico en el
desarrollo del hato.

2) Tener un hato libre de Actinobacillus pleuropneumoniae.
Lo cual nos lleva a corroborar que la prevencion es la mejor herramienta con la que se
cuenta.
Se propone el uso de la bacterina en cerdos desafiados con todos los serotipos de
Actinobacillus pleuropneumoniae, a diferentes dosis, para seleccionar la méas efectiva y por
medio de la técnica serologica NEUMOTEST, comprobar la formacién de anticuerpos
contra la bacteria y corroborar la efectividad de la vacuna, la dosis adecuada y especificidad
hacia algun serotipo en particular.
Debido al elevado costo de los tratamientos, y a la rapidez con que progresa la enfermedad,
es necesario implementar nuevos métodos de inmunizacion, efectivos para el control de
PCP, la vacuna comercial que se emplea a lo largo del experimento esta conformada con
una cepa (bacterina) de Actinobacillus pleuropneumoniae, cuyo objetivo es combatir a la

enfermedad y si es posible prevenirla.
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1.16 HIPOTESIS

Si los cerdos vacunados y posteriormente desafiados con una cepa de Actinobacillus
pleuropneumoniae, desarrollan una respuesta inmunoldgica de anticuerpos, entonces, por
medio de la prueba seroldgica especifica NEUMOTEST, podra determinarse la

inmunogenicidad de la vacuna.
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2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GENERAL

Determinar mediante la técnica seroldgica NEUMOTEST la inmunogenicidad de una

bacterina comercial de Actinobacillus pleuropneumoniae en cerdos.

2.2 OBJETIVOS PARTICULARES

1) Evaluacion de una bacterina mediante desafio de cerdos contra Actinobacillus

pleuropneumoniae.

2) Evaluacion de la respuesta inmunogenica por medio de la técnica NEUMOTEST, en

vacunas reciente y de estabilidad.

3) Determinar si la bacterina de lote reciente como de estabilidad, posee especificidad

hacia algun serotipo en particular basados en la inmunogenicidad producida.
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3. MATERIAL Y METODOS
3.1. Animales
Se usaron 90 lechones machos de dos meses de edad, peso de 12.0 a 15.0 Kg. provenientes

de granjas libres de PCP, PRRS, Pasteurella multocida y virus de la enfermedad de

Aujeszky.

Agrupados en 6 unidades de 15 animales cada uno, por serotipo 1, 2, 3, 4, 5y 7, nombrados
en unidades del 1 al 6.

3.2. Bioldgicos

*Serotipos de Actinobacillus pleuropneumoniae, obtenidos del laboratorio:

Serotipo 1 / Cepa shope 4074, serotipo 2 / cepa 4226, serotipo 3 / cepa 1421, serotipo
4 [ cepa M62, serotipo 5/ cepa K17, serotipo 7 / cepa WF83.

Desafio: Todos los cerdos fueron desafiados con 10° UFC/ml en una cdmara de
nebulizacion durante 15 minutos, con cada uno de los serotipos.

*Se utilizo vacuna de lote reciente y 1 afio de vida de anaquel.

3.3. Inmunizacion

Los animales del grupo A se inmunizaron con 1 dosis (2 ml), el grupo B esta formado por
cerdos sin vacuna (grupo control) y el grupo C es el de estabilidad (la vacuna que se
empleo en este grupo tenia 1 afio de vida de anaquel), la bacterina fue administrada por via
intramuscular (1.M.).

3.4 Sangrados

A los cerdos se les realizaron 5 sangrados semanalmente, las muestras se obtuvieron
directamente de la vena principal (yugular) y fueron procesadas para obtener el suero, al

cual se le realizara posteriormente la Prueba de NEUMOTEST.
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El origen, registro y todo lo concerniente a la preparacion del Kit, son propiedad de la
UNAM (Unidad de Posgrado, del Departamento de Virologia), este laboratorio proporciono
los kits con los que se realiz6 el experimento, la bacterina utilizada permanece en etapa de

investigacion y fue proporcionada también por el laboratorio de Virologia.

3.4.1 Distribucidon de cerdos y administracion de Bacterina

De la tabla 1 a la tabla 6 podemos observar la manera en la que se distribuyeron los cerdos,
estos se colocaron en 6 unidades conteniendo cada una de ellas 15 cerdos, estos a su vez se
subdividieron de 5 en 5 a los cuales se les administraron 2 ml de la dosis de bacterina
reciente, 2 ml de la dosis de estabilidad y se dejo a un subgrupo como control (sin
bacterina).

Cada unidad fue desafiada de manera individual con un serotipo diferente de Actinobacillus
pleuropneumoniae y al final del experimento todos los cerdos fueron desafiados con todos
los serotipos.

Cuadro 2. Distribucion de cerdos y dosificacion de bacterina en grupos Ay C.

SEROTIPO 1/UNIDAD 1

GRUPO A B C
DOSIS 7/ ANIMAL 1DOSIS SIN VACUNA ESTABILIDAD
RECIENTE (CONTROL) (1 ANO)
(2 mly 1 6 11
@mly 2 7 12
@mly 3 8 13
(2ml) 4 9 14
(2 mly 5 10 15
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Cuadro 3. Distribucién de cerdos y dosificacion de bacterina en grupos Ay C.

SEROTIPO 2 / UNIDAD 2

GRUPO A B C
DOSIS / ANIMAL 1 DOSIS SIN VACUNA ESTABILIDAD
RECIENTE (CONTROL) (1 ANO)
(2 ml) 16 21 26
2ml 17 22 27
2mi) 18 23 28
(2 ml) 19 24 29
(2ml) 20 25 30
Cuadro 4. Distribucion de cerdos y dosificacion de bacterina en grupos Ay C.
SEROTIPO 3/UNIDAD 3
GRUPO A B C
DOSIS / ANIMAL 1 DOSIS SIN VACUNA ESTABILIDAD
RECIENTE (CONTROL) (1 ANO)
(2ml) 31 36 41
2ml) 32 37 42
2ml) 33 38 43
(2ml) 34 39 44
(2ml) 35 40 45
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Cuadro 5. Distribucién de cerdos y dosificacion de bacterina en grupos Ay C.

SEROTIPO 4 / UNIDAD 4

GRUPO A B C
DOSIS / ANIMAL 1 DOSIS SIN VACUNA ESTABILIDAD
RECIENTE (CONTROL) (1 ANO)
(2 ml) 46 51 56
2ml 47 52 57
2mi 48 53 58
(2 ml) 49 54 59
(2mi) 50 55 60
Cuadro 6. Distribucion de cerdos y dosificacion de bacterina en grupos Ay C.
SEROTIPO 5/ UNIDAD 5
GRUPO A B C
DOSIS / ANIMAL 1 DOSIS SIN VACUNA ESTABILIDAD
RECIENTE (CONTROL) (1 ANO)
(2ml) 61 66 71
2ml) 62 67 72
2ml) 63 68 73
(2ml) 64 69 74
(2ml) 65 70 75
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Cuadro 7. Distribucién de cerdos y dosificacion de bacterina en grupos A'y C.

SEROTIPO 7 / UNIDAD 6

GRUPO A B C
DOSIS 7/ ANIMAL 1DOSIS SIN VACUNA ESTABILIDAD
RECIENTE ( CONTROL) (1 ANO)
(2ml) 76 81 86
@mi) 77 82 87
@mi) 78 83 88
(2ml) 79 84 89
(2ml) 80 85 90

3.5 Vacunacion

La Bacterina utilizada fue comercial, la cual contiene todos los serotipos. 1, 2, 3, 4,5y 7 de
Actinobacillus pleuropneumoniae.

Las dosis de indculo fue de 2 ml como lo marca el Prontuario de Especialidades
Veterinarias (44) para todos los biolégicos contra PCP. En su administracion, todos ellos
manejan la dosis de 2 ml I.M. o subcutanea en cerdos que pesen hasta 25 Kg., este peso es
el limite, los cerdos con los que se experimento iniciaron con pesos que variaban entre 12.0
y15.0 Kg. (44)

En base a esto se tomo como parametro esta dosis de 2 ml (1 Dosis), el propdsito fue
determinar la respuesta que la bacterina producia a los cerdos al ser desafiados y si conferia

proteccidn contra algun serotipo en particular

3.5.1 Evaluacion seroldgica.
Los sueros se evaluaron por la técnica de aglutinacion NEUMOTEST App® con los

serotipos 1y 3 ya que son los de mayor interés debido a la alta patogenicidad que poseen.
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3.6 NEUMOTEST

El suero del cerdo a diagnosticar es mezclado apropiadamente con el reactivo que contiene
células tratadas de Actinobacillus pleuropneumoniae.

Esta prueba se efectiia en maximo 10 minutos.

a) El reactivo se dejo equilibrar a temperatura ambiente (12-25 ° C) durante 10-15
minutos.

b) Con una pipeta aplicadora se coloco una gota del suero a analizar en cada una de las
cuatro celdas en la linea asignada a cada cerdo en la placa.

c) Se coloco una gota del reactivo de aglutinacion del serotipo a identificar en la celda
que contiene la gota del suero y se mezclo con un movimiento rotatorio utilizando un
palillo mezclador para cada celda.

d) La placa se agito suavemente con movimientos ondulatorios durante 4 minutos y se
efectuo la lectura.

La reaccion de aglutinacién es muy estable, pero se recomienda que las lecturas se lleven a
cabo dentro de los 2 primeros minutos después de realizada la prueba. Los sueros de los
cerdos infectados con Actinobacillus pleuropneumoniae de campo, mostraran fuerte
aglutinacion, mientras que los sueros de los cerdos sanos y los vacunados contra PCP (al

menos durante las primeras tres semanas) permaneceran sin aglutinacion.
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4. RESULTADOS DE NEUMOTEST

Tabla 1. Indica las fechas en las que se realizaron los sangrados y los resultados obtenidos
mediante la prueba en los grupos A'y C, asi como el comportamiento del grupo B a lo largo
del experimento.

SEROTIPO 1/UNIDAD 1

GRUPO A B C

1 DOSIS SIN VACUNA ESTABILIDAD

FECHA E F| F |[E[F[F]F |[E[F[F]F
22 19 [ 21/ |22 |5 |19 |21/ | 22| 5 [19 | 21/
22 22 22

En la tabla 1 se observan tres grupos: el A al que le corresponde 1 dosis (2ml de bacterina
reciente), el grupo B, el cual es el grupo control y el grupo C al cual se le administraron
también 2 ml de bacterina pero de 1 afio de vida de anaquel, asi como las fechas en las que

se realizaron los sangrados).

o | (+)aserotipo 1 Fechas:
e |l (+)aserotipo 3 E= Enero 22
F= Febrero 5, 19, 21, 22.
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El serotipo que tuvo mayores resultados positivos fue el serotipo 3, que contd con 21 sueros
positivos; 6 pertenecientes a 1 dosis, 8 de los cerdos control y 7 pertenecientes a la
bacterina de estabilidad, en tanto que el serotipo 1 solo contdé con 3 sueros positivos
pertenecientes a 1 dosis. En la tabla 1, el cerdo 13 no mostré presencia de anticuerpos

contra ninguno de estos serotipos.

Gréfico 1. Respuesta inmunoldgica obtenida
mediante NEUMOTEST para serotipos 3y 1 en los
tres grupos
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El grafico 1 muestra el porcentaje de positividad de las tres dosis para ambos serotipos

En la cual para 1 dosis tenemos 66.66% (+) para serotipo 3 y33.33% (+) para serotipol,
para los cerdos del grupo control asi como para los cerdos pertenecientes al subgrupo de
estabilidad contamos con un 100% de (+) a serotipo 3 en ambos casos.

Comparando la produccién de anticuerpos de ambos serotipos, en esta unidad predomino la

formacidn de anticuerpos contra el serotipo 3.
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Tabla 2. Indica las fechas en las que se realizaron los sangrados y los resultados obtenidos
mediante la prueba en los grupos A 'y C, asi como el comportamiento del grupo B a lo largo
del experimento.

SEROTIPO 2/ UNIDAD 2

GRUPO A B C

1 DOSIS SIN VACUNA ESTABILIDAD

FECHA E|F F|E[F][F[F [E[F[F[F
21/ | 22| 5 |19 |21/ 22| 5 |19 | 21/
22 22

CERDO

16

17

18

19

20

21

22

23

24

25

26

27

28

29

30

En la tabla 2 predomino la formacion de anticuerpos contra el serotipo 3 como lo indican
los resultados obtenidos.

El serotipo que tuvo mayores resultados positivos fue el serotipo 3, que contd con 22 sueros
positivos; 7 pertenecientes a 1 dosis, 9 al subgrupo control y 6 pertenecientes a la bacterina
de estabilidad en tanto que el serotipo 1 cont6 con 3 sueros positivos 2 de ellos
pertenecientes a 1 dosis y 1 al subgrupo de estabilidad.

Los cerdos 24 y 26 no mostraron presencia de anticuerpos contra ninguno de estos

serotipos.
o B (+) aserotipo 1 Fechas:
o [ (+) aserotipo 3 E= Enero 22

F= Febrero 5, 19, 21, 22.
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Grafico 2. Respuesta inmunoldgica obtenida
mediante NEUMOTEST para serotipos 3y 1 en
los tres grupos
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El grafico 2 muestra el porcentaje de positividad de las tres dosis que se manejaron durante
todo el experimento, como en la grafica 1, en esta también notamos que predomino la
formacidn de anticuerpos contra el serotipo 3.

En la cual para 1 dosis tenemos 77.77% (+) para serotipo 3 y 22.22% (+) para serotipol,
para los cerdos del grupo control tenemos 100% de (+) para serotipo 3 y para la bacterina

de estabilidad se tiene un 85.71% (+) para serotipo 3 y 14.28% (+) para serotipo 1.
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Tabla 3. Indica las fechas en las que se realizaron los sangrados y los resultados obtenidos
mediante la prueba en los grupos A 'y C, asi como el comportamiento del grupo B a lo largo
del experimento.

SEROTIPO 3/ UNIDAD 3

GRUPO A B C

1 DOSIS SIN VACUNA ESTABILIDAD

FIF] F [E[F[F] F
5 19|21/ 22| 5 |19 21/
22 22

FECHA

CERDO

31

32

33

34

35

36

37

38

39

40

41

42

43

44

45

La tabla 3 muestra los resultados obtenidos para la unidad 3 al realizar la prueba de
Neumotest.

El serotipo que tuvo mayores resultados positivos fue el serotipo 3, que contd con 20 sueros
positivos; 4 pertenecientes a 1 dosis, 6 al subgrupo control y 10 pertenecientes a la
bacterina de estabilidad en tanto que el serotipo 1 contd con 8 sueros positivos 6
pertenecientes a 1 dosis y 2 al subgrupo de estabilidad. Aungue en esta tabla se incrementa
el namero de sueros positivos contra el serotipo 1, el nimero mayor de sueros positivos

sigue siendo para el serotipo 3, como en las dos anteriores este es el que predomina.

o B (+) aserotipo 1 Fechas:
o [ (+) aserotipo 3 E= Enero 22
F= Febrero 5, 19, 21, 22.
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Grafico 3. Respuesta inmunolégica obtenida
serolégicamente mediante NEUMOTEST para los
serotipos 3y 1 en los tres grupos
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El grafico 3 muestra el porcentaje de positividad de las tres dosis para ambos serotipos

En la cual para 1 dosis tenemos 40% (+) para serotipo 3 y 60% (+) para serotipol, para los
cerdos del grupo control tenemos 75% (+) para serotipo 3 y 25% (+) para serotipo 1, en
cuanto a el grupo de estabilidad tenemos 36.36% (+) para serotipo 3 y 63.63% (+) para
serotipo 1.

En esta unidad en general predomino la formacion de anticuerpos contra el serotipo 3,
aungue también se observo un incremento en la formacion de anticuerpos contra el serotipo
1, siendo mayor el porcentaje obtenido de este en el grupo de 1 dosis, sin embargo los dos
subgrupos restantes (control y estabilidad) mantienen el comportamiento que predomino en
las dos unidades anteriores en las cuales el serotipo 3 mantiene los porcentajes mas

elevados de anticuerpos.
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Tabla 4. Indica las fechas en las que se realizaron los sangrados y los resultados obtenidos
mediante la prueba en los grupos A 'y C, asi como el comportamiento del grupo B a lo largo
del experimento.

SEROTIPO 4/ UNIDAD 4

GRUPO A B C

1 DOSIS SIN VACUNA ESTABILIDAD

F |E[F][F[F [E[F[F[F
22| 5|19 |21/ 22| 5 |19 | 21/
22 22

FECHA E
19

CERDO

46

47

48

49

50

51

52

53

54

55

56

57

58

59

60

La tabla 4 muestra los resultados obtenidos para la unidad 4 al realizar la prueba de
Neumotest.

El serotipo que tuvo mayores resultados positivos fue el serotipo 3, que cont6 con 23 sueros
positivos; 8 pertenecientes a 1 dosis, 11 al subgrupo control y 4 pertenecientes a la
bacterina de estabilidad, en tanto que el serotipo 1 conté con 10 sueros positivos 3
pertenecientes a 1 dosis y 7 al subgrupo de estabilidad. Aungue en esta tabla se incrementa
el namero de sueros positivos contra el serotipo 1, el nimero mayor de sueros positivos

sigue siendo para el serotipo 3, como en las tablas anteriores, este es el que predomina.

o B (+) aserotipo 1 Fechas:
o [l (+) aserotipo 3 Enero 22
Febrero 5, 19, 21, 22.
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Grafico 4. Respuesta inmunoldgica obtenida
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El gréfico 4 muestra los resultados obtenidos de la prueba Neumotest al evaluar los sueros,

como en las anteriores se observa el predominio de anticuerpos contra el serotipo.

Para 1 dosis tenemos un 72.72% (+) para serotipo 3 y un 27.27% (+) para serotipol, el

grupo control contd con un 100% (+) para serotipo 3 y el grupo de estabilidad con un

36.36% (+) para serotipo 3y 63.63% (+) para serotipol.

Aunque en esta unidad se volvio a observar que hay un incremento en la produccion de

anticuerpos contra el serotipol (grupo de estabilidad), en general se observa el mismo

comportamiento que en las tablas 6, 7 y 8.
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Tabla 5. Indica las fechas en las que se realizaron los sangrados y los resultados obtenidos
mediante la prueba en los grupos A 'y C, asi como el comportamiento del grupo B a lo largo
del experimento.

SEROTIPO 5/ UNIDAD 5

GRUPO A B C

1 DOSIS SIN VACUNA ESTABILIDAD

FECHA FIF] F [E[F[F] F
5 19|21/ |22 5 |19 21/

22 22

CERDO

61

62

63

64

65

66

67

68

69

70

71

72

73

74

75

En la tabla 5 predomino la formacion de anticuerpos contra el serotipo 3 como lo indican
los resultados obtenidos.

El serotipo que tuvo mayores resultados positivos fue el serotipo 3, que contd con 33 sueros
positivos; 15 pertenecientes a 1 dosis, 7 al subgrupo control y 11 pertenecientes a la
bacterina de estabilidad, en tanto que el serotipo 1 conté con 6 sueros positivos

pertenecientes todos ellos al subgrupo control .

o | (+)aserotipo 1 Fechas:
e [l (+)aserotipo 3 Enero 22
Febrero 5, 19, 21, 22.
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Gréfico 5. Respuesta inmunoldgica obtenida
serolégicamente mediante NEUMOTEST para los
serotipos 3y 1 en los tres grupos
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El grafico 5 muestra los resultados obtenidos al evaluar los sueros, como en las anteriores
se observa el predominio de anticuerpos contra el serotipo.

Para 1 dosis tenemos un 100% (+) para serotipo 3, el grupo control conto con 53.84 (+)
para serotipo3 y 46.15% (+) para serotipol, el grupo de estabilidad cont6 con 100% (+)
para serotipo3.

En esta unidad de volvio a observar que hay un incremento en la produccién de anticuerpos
contra el serotipol (grupo control), en general se observa el mismo comportamiento que en

las tablas pasadas, en las que el mayor porcentaje de anticuerpos lo tiene el serotipo 3.
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Tabla 6. Indica las fechas en las que se realizaron los sangrados y los resultados obtenidos
mediante la prueba en los grupos A 'y C, asi como el comportamiento del grupo B a lo largo
del experimento.

SEROTIPO 7/ UNIDAD 6

GRUPO A B C

1 DOSIS SIN VACUNA ESTABILIDAD

F|E[F][F[F [E[F[F[F
21/ | 22| 5 |19 |21/ 22| 5 |19 | 21/
22 22

FECHA E

CERDO

76

77

78

79

80

81

82

83

84

85

86

87

88

89

90

En la tabla 6 predomino la formacion de anticuerpos contra el serotipo 3 como lo indican
los resultados obtenidos y conforme al comportamiento observado en las tablas anteriores.
El serotipo que tuvo mayores resultados positivos fue el serotipo 3, que cont6 con 26 sueros
positivos; 9 pertenecientes a 1 dosis, 9 al subgrupo control y 8 pertenecientes a la bacterina
de estabilidad en tanto que el serotipo 1 contd con 10 sueros positivos 3 de ellos
pertenecientes a 1 dosis, 3 al subgrupo control y 4 al subgrupo de estabilidad.

La peculiaridad que esta tabla muestra, es la presencia de ambos serotipos en todos los

subgrupos pertenecientes a la unidad 6, lo que en las anteriores no se observo.

o B (+) aserotipo 1 Fechas:
o [l (+) aserotipo 3 Enero 22
Febrero 5, 19, 21, 22.
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El grafico 6 muestra los resultados obtenidos al evaluar los sueros, como en las anteriores

se observa el predominio de anticuerpos contra el serotipo 3.

Para 1 dosis tenemos un 81.81% (+) para serotipo 3, 27.27% (+) para serotipo 1, el grupo

control conté con 75% (+) para serotipo3,

25% (+) para serotipol y el grupo de

estabilidad contd con 66.66% (+) para serotipo3, 33.33% (+) para serotipo 1.
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Grafica 7. Respuesta inmunolégica global obtenida
mediante NEUMOTEST para los serotipos 3y 1
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El grafico 7 resume el comportamiento de los cerdos en cuanto a la produccién de
anticuerpos frente a la bacterina, muestra que en todas las muestras sanguineas y en todas
las unidades el serotipo que presenta elevada seroprevalencia es el 3, seguido del serotipo 1
con un porcentaje mas bajo. La respuesta observada en las 6 unidades (asi como en los
subgrupos), sigue el mismo patrén en cuanto al montaje de respuesta inmune.

El total de sueros analizados fueron 185, de los cuales 145 fueron positivos al serotipo 3 y
40 al serotipo 1, si esto se traduce a porcentajes 78.37% son (+) a serotipo 3y 21.62% (+)
a serotipol, lo cual confirma que la vacuna proporciona una mejor proteccion contra el
serotipo 3, y aunque se produjo respuesta contra el serotipol esta es en menor porcentaje.
Por lo anterior se hace evidente una respuesta mucho mayor de anticuerpos contra el

serotipo 3 con la prueba de NEUMOTEST.
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5. DISCUSION

Hoy en dia la serologia juega un papel importante en el control de las enfermedades ya
que cuando se efectla, se puede determinar que animales estan colonizados por
microorganismos potencialmente patdégenos, dado que en la mayoria de los casos los
animales pueden ser portadores asintomaticos del agente causal infectando al animal sin
causarle la enfermedad y la inmunidad que induzca no sea absoluta pudiendo colonizar
a otro animal. Por este motivo en la actualidad se recomienda el empleo de perfiles
serologicos también llamados seroperfiles, los cuales se basan en la determinacion de
que porcentaje de animales estan enfermos y cuantos portadores sanos existen para
establecer las medidas de control de las infecciones en el caso de la PCP,
posteriormente en un plazo de 3 a 6 meses se recomiendan realizar un nuevo perfil con
el fin de evaluar si las medidas de control tomadas son efectivas o de lo contrario tomar
otras que complementen las ya establecidas (Torres, 1995).

La vacunacion para infecciones causadas por Actinobacillus pleuropneumoniae ha sido
efectiva para controlar los brotes agudos y también para reducir las lesiones en animales
infectados, como todos sabemos para este propdsito es importante determinar el
serotipo o los serotipos involucrados en la unidad problema, en estos casos la serologia
es usada para indicar cuando ocurren los problemas en la unidad. Esto puede efectuarse
mediante un perfil serolégico (Wayne, 1993).

Para poder establecer los perfiles seroldgicos a nivel de campo es recomendable contar
con pruebas rapidas de diagnostico que permitan obtener resultados confiables para que
el Médico Veterinario establezca las medidas preventivas adecuadas. EIl NEUMOTEST

presenta ciertas ventajas sobre otras pruebas de laboratorio ya que permite obtener
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resultados confiables en un minimo de tiempo, no requiere equipo sofisticado, ni de
personal calificado para realizar las pruebas, ademas, permite conocer que serotipos de
Actinobacillus pleuropneumoniae se encuentran presentes en las granjas y poder
establecer programas de control como son la vacunacién contra los serotipos presentes
en cada granja y poder erradicar la enfermedad. (Torres, 1995)

Por estudios realizados se sabe que los serotipos cominmente identificados en México
sonel 1, 3,5,y 7; tomando mayor importancia los brotes reportados por el serotipo 1 ya
que es el méas virulento comparado con los serotipos 2 y 3. Sin embargo no se le ha
dado la suficiente importancia a estos dos ultimos, por lo que no hay que descuidar
ningun serotipo por muy baja que sea su virulencia y prevalecia (Camacho, 2005).

Ya que en este trabajo los resultados indican que el serotipo 3 muestra elevada
produccién de anticuerpos La prevalencia en México del serotipo 1 de Actinobacillus
pleuropneumoniae es elevada, de hecho es el mas predominante en el pais, segun
reporte de Ciprian y cols. (Mendoza, y Ciprian 2001) y Diaz y cols. (Diaz, 1985-
1988), quienes ademas demostraron la presencia de los serotipos 2, 3 por lo que los
resultados que nosotros mostramos concuerdan con los de Diaz, ya que en este estudio
se pudo detectar anticuerpos contra de los serotipos 1 y 3, lo anterior puede deberse a
la comercializacion de pies de cria y verracos sin control sanitario, diagnéstico y
cuarentena con los paises del norte de América ha fomentado la entrada no solo de
animales para mejoramiento genético, si también de nuevos serotipos de Actinobacillus
pleuropneumoniae y otras enfermedades que no se encontraban en el pais. (Torres,

1995)
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La prueba de NEUMOTEST est& basada en una reaccion de aglutinacion, esta puede
definirse como la agregacion inmunoquimica especifica de particulas (bacterias,
eritrocitos, coloides sintéticos) cubiertas con antigeno o anticuerpo. La aglutinacion de
las particulas transportadoras se produce como una reaccion secundaria indirecta), que
presenta la respuesta inmune. El antigeno (o anticuerpo, seguin el reactivo que deba
detectarse en la muestra de prueba) reviste, fisica o quimicamente, la superficie de las
particulas. Si en la muestra de prueba se encuentra el anticuerpo tipo-especifico (o
antigeno en los reactivos con particulas cubiertas con anticuerpo) se forman enrejados
interconectados, que se visualizan en forma de aglutinacion (Koneman).

La técnica utilizada es semicuantitativa y estd destinada a identificar anticuerpos
capsulares de Actinobacillus pleuropneumoniae presentes en el suero del cerdo,
ademas aporta un sin namero de ventajas, ya que funciona como herramienta principal
con lo cual los mismos porcicultores pueden llevarla a cabo si sospechan de un posible
contagio con PCP, como se realiza en un periodo corto de tiempo, brinda una ventaja
primordial para tomar medidas de control y prevenir un posible brote y lo mejor es que
es de bajo costo, por tanto todos los porcicultores pueden tener acceso a ella'y conocer
el estatus de su granja.

Los resultados que se obtuvieron del programa de inmunizacion en el presente estudio,
se realizaron con el NEUMOTEST que funciono como herramienta principal ya que
aporta un sin numero de ventajas, entre ellas un diagndstico facil, rapido, certero y de
bajo costo con lo cual los mismos porcicultores pueden llevarla a cabo en un periodo
corto de tiempo, esto brinda una ventaja primordial para tomar medidas de control y
prevenir un posible brote, por el bajo costo de la prueba todos los porcicultores pueden

tener acceso a ella y conocer el estatus de su granja.
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Se evalu6 la respuesta inmunoldgica de anticuerpos, en cerdos vacunados con una
bacterina comercial, que contiene los serotipos 1, 2, 3, 4, 5y 7 de Actinobacillus
pleuropneumoniae, se realiz6 el procedimiento de inmunizacion con una vacuna
reciente y una de 1 afio de vida de anaquel, con la finalidad de determinar mediante la
inmunogenicidad que estas produjeran, la capacidad de proteccion que podrian conferir
a los cerdos que se  encuentran tanto en granjas convencionales como  de alta
salud,  cuando estos lleguen a estar en contacto con la PCP, la vacuna seleccionada
debia producir una cantidad elevada de anticuerpos, con lo cual quedaria garantizada
una mejor respuesta del cerdo contra la pleuroneumonia.

Los resultados en los 90 cerdos inoculados con la bacterina comercial, nos permitieron

observar una elevada prevalencia del serotipo 3, este porcentaje se observo mas

elevado en la vacuna de estabilidad, seguida en porcentaje de seroprevalencia de la
vacuna de lote reciente; en cuanto a el serotipo 1, los resultados nos muestran que la
vacuna con mas elevado porcentaje de anticuerpos lo presenta la de estabilidad, seguida

en porcentaje de la de lote reciente, como en el caso del serotipo 3.

La dosis de 2 ml fue seleccionada, como lo marcan otras compafias farmacéuticas, ya
que la proteccion que esta confiere resulta adecuada sin poner en riesgo la integridad del
animal, evitando que se desarrolle una reaccion de Shwartzman-Sanarelli, lo cual no es
deseado ni conveniente este se produce cuando dos dosis de endotoxina son administradas
a intervalos de un tiempo corto (en horas) por via intravenosa, dando lugar a una
coagulacion intravascular generalizada con necrosis bilateral de la corteza renal que suele

ser mortal (Mendoza, 2005).

49



Al realizar el estudio con bacterina reciente y con un afio de vida de anaquel se
pretendia demostrar la estabilidad de la vacuna y su capacidad para combatir a la
bacteria causal de la PCP, notamos que ambas inducen a producir una elevada cantidad
de anticuerpos (ya que los porcentajes obtenidos en las dos son muy similares), con lo
cual quedaria demostrada la efectividad de la vacuna con un afio de vida de anaquel,
esto quiere decir que la vacuna puede ser conservada por un periodo largo de tiempo sin
perder su efectividad, ambas vacunas son adecuadas para conferir proteccion contra el
serotipo 3 principalmente y en menor grado contra el 1, con lo cual brindan una opcién
efectiva para la proteccion de los cerdos en una posible exposicion contra PCP.

Las fechas 21/22 de Febrero aparecen juntas debido a que el desafié se realizo el dia 21
y los cerdos empezaron a morir al dia siguiente por lo cual el periodo corto de tiempo entre
ellos no fue suficiente para que se desarrollara una adecuada respuesta inmunogénica, que
fuera representativa de cada fecha.

En el grafico 6; esta unidad mostrd de nuevo que hay un incremento en la produccion
de anticuerpos contra el serotipol, ya que este se hace evidente en todos los subgrupos, lo
gue no se observo en las unidades anteriores, aunque la respuesta de anticuerpos se muestra
hacia los dos serotipos, en general se observa el mismo comportamiento que en las tablas
pasadas, en las que el mayor porcentaje de anticuerpos lo tiene el serotipo 3.

La vacuna es efectiva y brinda una mejor proteccion contra el serotipo 3 de Actinobacillus
pleuropneumoniae, mencionando una vez mas que el tiempo de almacenaje no afecta su
potencia o efectividad presentando el porcentaje mas elevado en la produccién de
anticuerpos; con un porcentaje menos significativo aparece el serotipo 1,la vacuna confiere
proteccién pero en menor medida, con lo cual se confirma una vez mas que el serotipo 1 es

el mas patdgeno y problematico ya que por estudios realizados se sabe que los serotipos
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mas comunes en México son el 1,3,5 y 7; tomando mayor importancia los brotes reportados
por el serotipo 1, ya que es el mas virulento comparado con los serotipos 2 y 3 (Camacho,
2005).

Al finalizar este estudio se vuelve a observar que el serotipo 1 es el mas patogeno por lo
cual hay que buscar otras alternativas para combatir a este serotipo. En cuanto al serotipo 3
hay una respuesta adecuada para combatirlo, con lo cual se confirma que la vacuna podria
ser especifica o confiere adecuada proteccion Unicamente contra el serotipo 3, por lo cual
es una buena opcion si el brote es causado por Actinobacillus p. serotipo 3.

Los cuidados que se tuvieron con las vacunas para que los resultados fueran Optimos son
los mismos que se tienen con todas las vacunas en general, entre ellos estan las siguientes:
No debe congelarse, mantener en camara fria (entre 2°y 7° C), no exponer a luz solar, en
caso de reaccion anafilactica emplear adrenalina, como antidoto, via de administracion
I.M.

El presente experimento nos permitid observar que la pleuroneumonia produce muchas
perdidas en cerdos debidas a que la morbilidad y mortalidad son altas, por lo cual es
importante hacer un diagndstico correcto en cuanto al serotipo involucrado en el brote y
esto se realiza facil y rapido gracias a NEUMOTEST.

Con los resultados obtenidos es posible establecer programas de tratamiento y de control
especificos para una unidad porcicola.

Se observa que la bacterina administrada nos brinda otra opcién para el control de la PCP,
sin embargo hay que recordar que la vacuna no cura por completo una infeccion cuando
esta aparece, solamente previene y minimiza los efectos tan devastadores que causa, y
aunado a un buen tratamiento la enfermedad puede ser detenida y contenida evitando

perdidas totales por parte de los porcicultores (Wayne, 1993).
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6. CONCLUSIONES

La prueba NEUMOTEST permite identificar los serotipos prevalecientes en la
explotacion o granja porcicola, con lo cual se pueden desarrollar estrategias
encaminados a la medicacion 'y vacunacion contra  Actinobacillus
pleuropneumoniae.

NEUMOTEST es una prueba rapida, sencilla y barata que nos permite hacer
perfiles de la enfermedad identificando en minutos el punto de infeccion de la
granja. Por lo cual es una herramienta valiosa para los veterinarios y porcicultores.
La bacterina administrada es adecuada para conferir proteccion contra el serotipo 3
de Actinobacillus pleuropneumoniae, a pasar de no considerarse como el mas
patogeno, quedo demostrada su elevada prevalencia.

La vacuna con bacterina comercial puede almacenarse por periodos largos de
tiempo, manteniendo la misma efectividad que la vacuna de lote reciente.

Esta vacuna comercial es una alternativa adecuada para prevenir brotes o
infecciones de neumonia, principalmente contra el serotipo 3 y en menor proporcion
contra el serotipo 1, ambos considerados los patdgenos causantes de la mayoria de
brotes en México, con lo cual el porcicultor tendrd una opcion mas para proteger a

su granja contra esta devastadora enfermedad.
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