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RESUMEN

Actinobacillus pleuropneumoniae (App) es el agente etioldgico de la Pleuroneumonia
Contagiosa Porcina (PCP), cuando se ven afectados los cerdos, ocurren brotes de la neumonia
que pueden causar pérdida, por la muerte de los cerdos, que cuando se recuperan desarrollan
neumonia crénica, con una disminucién en su tasa de crecimiento. En el presente disefio
experimental, se trabajo con 100 sueros de cerdos vacunados con una sola dosis de una
bacterina preparada con App serotipos 1 y 3, con procedencia de la granja de cerdos de la
Facultad de Medicina Veterinaria Zootecnista de la UNAM. Debido a que el diagndstico
serolégico es una herramienta importante, por su rapidez y sensibilidad, se realiz6 la
estandarizacion de dos técnicas, aglutinacion lenta en tubo (ALT) y 2-mercaptoetanol (2-ME)
especificamente para el antigeno de Appl y App3, las cuales se adaptaron de tubos a
microplacas con 96 pocillos. Para la estandarizacion se utilizaron 12 sueros controles, 6
positivos para App 1 y App 3 vy seis negativos a la bacteria App, las pruebas se hicieron por
triplicado, se comparé los resultados para ver su reproducibilidad de las técnicas en tubo y
microplaca. Los 100 sueros entregados por la granja, se encontraban divididos en 25 por
muestreo, los muestreos se hicieron por semana sumando un total de 4 (informacién dada por
el responsable de la granja). Los sueros se trabajaron con las técnicas de ALT y 2-
mercaptoetanol en microplaca para evaluar la respuesta humoral que tuvieron después de que
los cerdos se vacunaron con la bacterina propia de la granja. Los sueros dieron resultados
positivos para Ac IgM que nos evalla la respuesta primaria y dieron negativo para Ac 1gG que

nos evallan la respuesta secundaria.



1. INTRODUCCION

1.1 GENERALIDADES DE Actinobacillus pleuropneumoniae

En la actualidad las enfermedades respiratorios del cerdo, son un problemas de salud
animal importante, ya que afectan seriamente la produccion porcina. En neumonia del cerdo,
uno de los agentes primarios mas importante es considerado el Actinobacillus
pleuropneumoniae que causa Pleuroneumonia Contagiosa Porcina. (PCP). (Mendoza. et. al.,
2001). En funcion de sus requerimientos de nicotiamin adenosin dinucle6tido (NAD), el A.
pleuropneumoniae se clasifica en dos biotipos, el biotipo 1 agrupa las cepas dependientes de
NAD, y dentro de él se han reconocido 12 serotipos. El biotipo 2 agrupa las cepas NAD
independientes reconociéndose los serotipos 13 y 14. Recientes estudios muestran la
identificacién del serotipo 15 que se agrupa dentro del biotipo 1 ya que es dependiente de
NAD. (Blackll. Et. al. 2002)

La PCP es una enfermedad devastadora, produce en los cerdos susceptibles una
mortalidad alta y pérdidas econdmicas, debido a una pobre conversion alimenticia en los
animales infectados crénicamente. La enfermedad puede variar desde un curso hiperagudo
hasta el cronico, en donde la lesién aguda caracteristica es una neumonia hemorragica
necrosante, asociada a una pleuritis fibrinosa y mientras que la lesion cronica se distingue por

un tejido pulmonar consolidado, infartado y encapsulado. (Mendoza. et. al., 2001)

Para el diagnostico oportuno de la PCP son de gran ayuda las técnicas seroldgicas de
aglutinacion. La serologia puede revelar el origen y seguir la evolucion de la experiencia
inmunogénica con la aparicién de anticuerpos de la clase IgM que sefala el origen reciente de

la infeccion. (Kumate, 1977).



1.2  HISTORIA

En 1963, Olander (en California, EUA) aisl6 una bacteria de cerdos con problemas
neumonicos, la cual requeria para su crecimiento el factor V (nicotiamin adenosin
dinucleétido NAD) y producia una hemdlisis marcada en el agar sangre por lo que se le
denomin6é Haemophilus parahemolyticus. Ese mismo afio Shope (en Argentina) investigo un
brote de pleuroneumonia de tipo agudo en cerdos y se denominé Haemophilus
pleuropneumoniae. Después de una serie de estudios a estas bacterias se llegd a la conclusién
que ambas bacterias eran idénticas siendo mas aceptado el nombre de Haemophilus
pleuropneumoniae. (Shope, 1964)

En la actualidad en base a estudios de hibridacion de DNA la bacteria Haemophilus
pleuropneumoniae se ha reubicado en el género  Actinobacillus denominandosele
Actinobacillus pleuropneumoniae (Pohl. et. al., 1983). Por otro lado, en base a los
requerimientos de NAD para su crecimiento s e han definido dos biovariedades, la biovariedad
1 que requiere este factor y la biovariedad 2 que no lo requiere. (Schultz, 1982).

1.3 CARACTERISTICAS MORFOLOGICAS Y BIOQUIMICAS

A. pleuropneumoniae es una bacteria Gram negativa y pleomorfica, generalmente se
observa como un bacilo corto y encapsulado que mide de 0.5a 1.5 pum de largo por 0.3 um de
ancho, es una bacteria que carece de flagelos y no produce esporas, sin embargo posee
fimbrias citoadherentes, es una bacteria aerobia o anaerobia una caracteristica fundamental de
este microorganismo es la dependencia de NAD, factor de crecimiento conocido como V; no
requiere de hemina, conocido como factor de crecimiento X presente en los medios
enriquecidos con sangre (Mendoza. et. al., 2001). Por su necesidad del factor V crecen en la
proximidad de colonias de Staphylococcus aureus, fendmeno que se conoce como crecimiento
satélite o satelitismo. Fermenta la mayoria de los carbohidratos, excepto sorbitol, ducitol y
meso-inositol, no utiliza los citratos, no produce acido sulfhidrico, ni indol, degrada la urea y
los nitratos, presenta reaccion dudosa a la catalasa y oxidasa. (Nielsen, 1974)



La existencia de varios serotipos de esta bacteria fue determinada por los estudios de
aglutinacion cruzada de Nicolet en 1971, el cual definid tres serotipos basandose en los
antigenos de tipo especificos asociados a la capsula (labiales y resistentes al calor). Esta
clasificacion fue ampliada por Gunnarson A. en 1977, quien descubrid los serotipos 4y 5; y
Nielsen, R (1974) y Rosendal., S., Boyd, D.A. (1982) quienes propusieron la existencia de los
serotipos 6 y 7 respectivamente. En la actualidad se reconocen mundialmente 15 serotipos de
esta bacteria. (Blackall. et. al., 2002)

1.4 DISTRIBUCION GEOGRAFICA

La PCP, estd ampliamente distribuida en muchos paises, en los cuales se han aislado,
identificado vy tipificado los diferentes serotipos de A. pleuroneumoniae (Mendoza, E. S.,
Ciprian C. A. 2001), en Dinamarca se han encontrado casi todos los serotipos de esta bacteria
1, 2, 3,4,5,6, 8,9, 10, 11 y 12) prevaleciendo el serotipo 2; en algunos paises como
Argentina, Irlanda, Rumania, Taiwan y Venezuela han identificado s6lo un serotipo (1, 8,5y
7) respectivamente, mientras que en otros paises no se ha reportado ningln serotipo.
(Maqueda, 1977)

En México a partir de 1976, se observaron epizootias severas de neumonia en granjas
porcicolas del Bajio y del Estado de Tlaxcala. Estos se caracterizaron por la elevada
morbilidad (80-90%) y mortalidad (10-30%), que inicialmente afectd a los cerdos adultos y
con el tiempo se fue estableciendo como una infeccién enzodtica en los lechones. (Maqueda,
1977)

1.5 EPIDEMIOLOGIA

Esta enfermedad se transmite por contacto directo, por medio de aerosoles de un cerdo
portador a otro susceptible. También se pueden infectar de forma indirecta, por el mismo
personal de la granja, por medio de la ropa, botas e instrumental contaminado (Mendoza. et.
al., 2001). Después de que sucede un brote es frecuente descubrir que fueron adquiridos

animales nuevos o que los ya existentes fueron movidos antes de la aparicion de los primeros



signos del brote. Estos brotes también se han asociado con estrés, sobrepoblacion, mala
ventilacion y alta himeda. (Sanford, 1981, Piojanm. Morrison., 1983. Schultz., 1982)

1.6 PATOGENIA

La patogenia exacta de A. pleuropneumoniae es desconocida, sin embargo, se ha
demostrado que se encuentran relacionados varios factores. Las investigaciones sugieren que
la endotoxina es la responsable de los cambios patolégicos iniciales y que las citolisinas son
citotoxicas para los macrofagos alveolares, posteriormente los complejos antigeno-anticuerpo
destruyen el endotelio vascular causando vasculitis y trombosis. Estos dafios resultan en
edema, infarto, necrosis, exaltacion y hemorragia que son caracteristicas de la PCP. (Dider. et.
al., 1984., Piojan, 1982., Sanford. et. al., 1881)

El tamafio del indculo y el lugar donde se implante son también importantes en la
patogenia de la enfermedad ya que los aerosoles que contienen al microorganismo de tamafio
pequefio penetran mas profundo alcanzando niveles alveolares lo cual favorece la infeccion,
cuando esto sucede los macrofagos alveolares son destruidos por la endotoxina y la
enfermedad se manifiesta. Por otro lado se ha demostrado que solo 100 células de A.
pleuropneumoniae son capaces de causar lesiones severas en los animales susceptibles.
(Piojan, 1982., Morrison, 1983., Rosendal. Mittal., 1985)

1.6.1 FACTORES DE PATOGENICIDAD

1.6.1.1. CAPSULA

La capsula es la responsable de la especificidad del serotipo de A. pleuropneumoniae,
en la actualidad se reconocen 13 serotipos del biotipo 1 debido a la presencia del antigeno
capsular. Los estudios sobre antigenos empleados para el diagnostico seroldgico han
demostrado que la capsula es la mas adecuada para tal propdsito, debido a que la estructura
quimica de esta macromolécula es Gnica en cada uno de los serotipos, excepto en el serotipo 5

que se ha subdividido en serotipo 5a y 5b. (Olander, 1963)



Dentro de las propiedades bioldgicas de la capsula se mencionan las siguientes: son
inertes, no tienen actividad tdxica (como la reaccion de Schwartzman), tampoco tienen

actividad pirogénica. (Nakai. Sawata., 1985)

Los anticuerpos generados contra la capsula, s6lo disminuyen la mortalidad, pero no
evitan las lesiones pulmonares y la infeccion crénica. La virulencia atribuida a la capsula es
variable entre los diferentes serotipos, y aunque es requerida para que A. pleuropneumoniae
sea patdgeno, aun no se conoce por completo el papel patogénico de la capsula. (Nakai.
Sawata., 1985)

1.6.1.2 FIMBRIAS CITOADHERENTES

Se han identificado en A. pleuropneumoniae estructuras semejantes a fimbrias o pilis
citoadherentes, denominados adhesinas. Sin embargo, no se han encontrado estos apéndices
extracelulares en la bacteria cultivada in vitro por lo que al parecer sélo los expresa en el
cerdo, estas se han identificado mediante microscopia electronica y estudios de patogenicidad
en cerdos libres de patdgenos especificos, en donde A. pleuropneumoniae presenta estos
factores de adherencia los cuales s6lo se mantienen en los primeros pases de la bacteria en

medios de cultivo in vitro. (Mittal. et. al., 1983)

Garibay y cols. en (1993) encontraron fimbrias de un diametro de hasta 2 nm, no
obstante que también encontraron fimbrias de 2 a 7 nm de didmetro, lo cual sugiere que A.
pleuropneumoniae esta expresando dos clases de estructuras fimbriales que ya se habian
encontrado en Escherichia coli, una rigida que tiene un didmetro de 2 a 5 nm y que esta
involucrada en la conjugacion y la otra “flexible’”con didmetro de hasta 2 nm, involucrada
unicamente en la adherencia, al igual que en el estudio anterior estas estructuras se fueron

perdiendo en los pases subsecuentes. (Garibay. et. al., 1993)



1.6.1.3 LIPOPOLISACARIDO

Las bacterias Gram negativas se caracterizan por presentar una membrana externa, que
estructuralmente es semejante a la membrana citoplasmatica, s6lo que en la membrana externa
0 envoltura celular se encuentra enclavado el Lipopolisacarido (LPS). (Gerrlach. G.F.,
Anderson. et. al., 1993).

La estructura del antigeno “O”” es variable entre los diferentes serotipos de A.
pleuropneumoniae y se componen principalmente de glucosa, galactosa, ramnosa, azlcares
aminados como la N-acetilglucosamina y la N-acetilgalactosamina. El antigeno “O””es el
responsable de las reacciones cruzadas entre los serotipos 1, 9 y 11 porque comparten el
antigeno “0O:1”] el serotipo 2 el antigeno somatico “*0:2”7 con respecto a los serotipos 3, 6,y 8
estos comparten el antigeno “O:3”7 lo mismo sucede con el serotipo 4 que cruza con el 7
porque comparten el antigeno “©0:4”7 en el caso del serotipo 5 (5a y 5b), este posee el antigeno
“O:5”7 mientras que el serotipo 10 posee el antigeno “O:6””y el serotipo 12 el “O:777
(Fenwick, 1990., Mittal. et. al., 1983)

Las propiedades bioldgicas del LPS se resumen en las siguientes actividades: tienen la
actividad biolégica clésica de una endotoxina de los Gram negativos; el LPS de A.
pleuropneumoniae gelifica a los amebocitos del género Limulus, cuando se inocula por via
intradérmica se produce una reaccion de Schwartzman; también el LPS actia como un
pirégeno. El LPS de los diferentes serotipos de A. pleuropneumoniae induce una infiltracion
de células inflamatorias cuando se inocula a ratones y cerdos por via respiratoria,
observandose una neumonia intersticial multifocal y no la neumonia fibrinohemorragica

necrotica clésica de la PCP.(Ciprian. et. al., 1994)
1.6.1.4 PROTEINAS DE MEMBRANA EXTERNA (PME)
El perfil de las proteinas localizadas en la membrana externa se ha estudiado en todos

los serotipos de A. pleuropneumoniae, basandose en la movilidad electroforética de estas

proteinas (Gerrlach. et. al., 1993). Todos los serotipos contienen varias proteinas comunes,



incluyendo la lipoproteina asociada al peptidoglicano llamada PalA, una proteina modificable
por calor, ademas de una de 48 kDa que no esta presente en otras especies gram-negativas,
relacionada con la patogénesis del tracto respiratorio del cerdo. (Cruz. et. al., 1996). Las
proteinas de la membrana externa de los serotipos 1 y 9 fueron idénticas por lo que estos
serotipos presentan reaccion cruzada por estos antigenos, asi como los serotipos 2 y 6 aunque
estos serotipos pueden diferenciarse por sus antigenos capsulares, los serotipos 3, 4, 5, 7y 8
presentan perfiles diferentes, estos serotipos s6lo cruzan por sus antigenos somaticos de la
siguiente manera: el 3f con el 8, el 4 con el 7, el 5 no cruza con los demas (Fenwick, 1990).
Las PME son importantes en la regulacion de proteinas superficiales en respuesta a las
condiciones de crecimiento, ademas de que estas proteinas son capaces de inducir cierta

respuesta inmune. (Haesebrouk. et. al., 1997)

1.6.1.5 EXOTOXINAS

Las exotoxinas bacterianas son proteinas extracelulare solubles, que al ser liberadas al
medio por el organismo vivo, se activan bioquimicamente (Enrique-Verdugo, I., Guerrero-
Barrera., et. al. 2002). Se han identificado cuatro tipos de citotoxinas en A. pleuropneumoniae,
las cuales son llamadas toxinas ApX, que pertenecen a la familia de las toxinas RTX
formadoras de poros.(Frey, 1995)

e Apx I: Proteina de 105 kDa, fuertemente hemolitica y fuertemente citotoxica. Es
codificada por el operon apxl, que tiene 4 genes: apxIC (activador), apxIA (pretoxina)
y apxIB y apxID (aparato de secrecion). La proteina ApxI la produce los serotipos 1,

5a, 5b, 9, 10y 11 y por lo tanto son los mas virulentos.

e Apx Il: Proteina de 103-105 kDa, débilmente hemolitica y citotdxica es codificada por
el operdn apxll y consiste de 2 genes: apxIIC y apxIIA, utiliza los productos de los
genes apxIB y apxID para secretarse, la producen todos los serotipos excepto el 10.



e Apx Ill: Proteina de 120 kDa, es no hemolitica y fuertemente citotdxica, codificada por
el operdn apxlll y contiene 4 genes: apxIIIC, apxIlIA, apxIlIB y apxIIID. ApxIll la
producen los serotipos 2, 3, 4,6y 8.

e Apx IV: Recientemente descrita en A. pleuropneumoniae, tienen actividad citotoxica y
la producen todos los serotipos, ademas de que son especificas del serotipo.(Cho, W.S.
and Chae., 2001.)

La actividad hemolitica de estas proteinas es probablemente la responsable de las
lesiones iniciales de la pleuroneumonia porcina, caracterizadas por ser hemorragicas y
necrosantes. Las toxinas Apx son el principal factor de virulencia y en su ausencia la cepa de
A. pleuropneumoniae es avirulenta .( Frey, 1995)

1.6.1.6 PROTEASAS

Las proteasas de microorganismos son factores de virulencia, ya que hidrolizan
componentes proteicos del huésped y facilitan su invasion. A. pleuropneumoniae secreta
enzimas proteoliticas hacia el medio de cultivo y éstas tienen actividad sobre varios substratos
como son la gelatina, hemoglobina e IgA porcinas. Las proteasas son probablemente inactivas
cuando estan dentro de la célula y se activan cuando estan dentro de la célula y se activan
cuando se secretan, deduciéndose que podria facilitar la invasién de la bacteria a las mucosas

del tracto respiratorio del cerdo.(Garcia-Cuéllar. et. al., 1995., Negrete. et. al., 1994)

Las proteasas de esta bacteria patdgena son metaloproteasas neutras y se proponen
como un factor de virulencia, ya que pueden facilitar la colonizacion de este microorganismo
(Negrete. et. al., 1994). Una proteasa de alto peso molecular fue purificada de sobrenadantes
de cultivo y caracterizada bioquimicamente. Anticuerpos contra esta proteasa reconocen a
todos los serotipos de A. Pleuropneumoniae (Negrete. et. al., 1998). Recientemente se clond y
caracteriz6 un fragmento del gen que codifica para la metaloproteasa, el cual hibrida con todos
los serotipos de A. Pleuropneumoniae, pero no hibrida con bacterias relacionadas de la familia

Pasterellaceae.(Garcia-Cuellar. et. al., 2000)



1.7  SIGNOS CLINICOS

La muerte subita de los cerdos sin signos clinicos o lesiones externas es muy comun en
los casos hiperagudos en las infecciones por A. pleuropneumoniae, la muerte subita ocurre
generalmente en cerdos en buenas condiciones. Cuando los cerdos desarrollan inicialmente
problemas respiratorios con A. pleuropneumoniae, empiezan a volverse lentos y letargicos.
Los animales generalmente presentan fiebre y las temperaturas varian de 104-105°F, pueden
entonces presentar tos ligera y a medida de que se infectan més con la enfermedad, empeora la
tos, empiezan a jadear, adelgazan y no quieren moverse. Muchas veces, se paran, estirando la
cabeza, respirando rapidamente. Pueden encontrarse a los animales muertos, con sangre

drenandoles de la nariz. (Thomas, 1990)

1.8 DIAGNOSTICO SEROLOGICO DE LA PCP

El control exitoso de la de la pleuroneumonia porcina depende de un diagndstico
adecuado, efectuado a tiempo. Mientras que reconocer la forma aguda de la enfermedad es
relativamente fécil. El diagnostico de las infecciones subclinicas y la identificacion de los

portadores es mas dificil. (Fenwick, 1990)

Las pruebas seroldgicas desempefian un papel principal para controlar la diseminacion
de A. pleuropneumoniae, debido a que los animales portadores sanos son de importancia en la
transmision de la enfermedad entre hatos. Mientras que se han desarrollado muchas pruebas
seroldgicas, la mayoria de ellas no han sido evaluadas completamente y se desconoce su
sensibilidad, especificidad e indices de prediccion. (Nielsen. et. al., 1977)

1.8.1 PRUEBA DE FIJACION DE COMPLEMENTO

El aislamiento exitoso de A. pleuropneumoniae de cerdos libres de enfermedades y
lesiones es dificil utilizando los medios convencionales de cultivo y no es un indicador
confiable de una exposicién previa o de estado portador. Sin embargo, Kumate y Nakai

reportan un grado no caracteristico de éxito en el aislamiento de A. pleuropneumoniae de las



narices de los cerdos positivos en fijacion de complemento (CF). La prueba fijacion de
complemento es el ensayo estandar usado en los Estados Unidos para comprobar cerdos en
cuanto a anticuerpos de A. pleuropneumoniae (Hoffman, 1989). La prueba de fijacién de
complemento CF sirve como la “Norma de Oro””por la cual se han juzgado otras pruebas. Sin
embargo, la actividad pro-complementaria o anti-complementaria de algunos sueros porcinos,
interfiere con el uso de la prueba CF en algunos animales. La mala relacién entre el titulo CF y
la proteccion indica que el ensayo no depende de la infeccion, que confiere una inmunidad
fuerte, y que no detecta la inmunidad en relacion a un factor virulento importante. La
vacunacion puede inducir titulos CF positivos, pero puede no proporcionar proteccién
significativa. Los resultados CF pueden ser dificiles de interpretarse, particularmente al tratar
de identificar animales infectados cronicamente que pueden presentar un titulo bajo.
(Hoffman, 1989)

1.8.2 REACCIONES DE AGLUTINACION

Las pruebas de aglutinacion parecen ser tan sensibles como la prueba de CF, pero son
mucho mas sencillas. (Mitall. et. al., 1984.) Se han desarrollado otras pruebas serolégicas para
identificar a los cerdos que han padecido infecciones subclinicas por A. pleuropneumoniae,

algunas de ellas seran descritas a continuacion:

Las pruebas de aglutinacion parecen ser tan sensibles como la prueba de CF, pero son
mucho mas sencillas. (Mitall. et. al., 1984.) La reaccion de aglutinacion es la consecuencia
directa de la fijacion del anticuerpo aglutinante sobre la célula. Se puede llevar a cabo
facilmente con bacterias como A. pleuropneumoniae. Las técnicas de aglutinacion utilizadas
en serologia son de tipo semicuantitativo y consisten en incubar diluciones variables de
antisuero en presencia de una concentracion determinada de células bacterianas o de particulas
de latex, ya sea en tubo o sobre una laminilla. La mezcla se incuba a 4 © 6 a 37 °C durante un
tiempo variable (de 5 a 60 min.) y se agita. La aglutinacién se lee macroscopicamente. La
lectura macroscdpica estudia el aspecto de la masa sedimentada en el tubo o en la placa, que
es limitada y de bordes nitidos cuando se trata de una reaccién negativa y mas extensa con

bordes irregulares si ésta es positiva.(Bach, Jean-Francois, et. al. 1984)



El titulo de aglutinacién se define como la mayor dilucion en la que se da lugar a una
reaccion positiva. Este titulo se evalda con un margen de una dilucion e indica en forma

semicuantitativa la cantidad de anticuerpos presentes. (Bach. et. al., 1984)

Los anticuerpos aglutinantes son anticuerpos que aglutinan las células en una solucion
de cloruro de sodio 0.15 M. Depende: 1) de la estructura molecular (IgG o IgM) y por tanto de
su valencia, 2) de la densidad de los receptores antigénicos en la superficie de las células y 3)
del propio medio (fuerza idnica). La sensibilidad del antigeno puede alterarse variando
significativamente la concentracion salina. EI pH del diluyente se ajusta ordinariamente a 7.0-
7.2, pero la aglutinacion no se altera entre pH que varie de 5.0 a 8.5. (Merchan. et. al., 1970).
Los anticuerpos aglutinantes son IgM y los no aglutinantes 1gG, pero hay anticuerpos 1gG
aglutinantes. Los anticuerpos no aglutinantes pueden ponerse en evidencia mediante técnicas
de aglutinacion artificial (pruebas de Coombs, tratamientos enzimaticos de los eritrocitos,

centrifugacion, adicién de solutos macromoleculares). (Bach. et. al., 1984)

PLEUROTEST (Marca registrada por la UNAM) es una prueba de aglutinacion en
placa (PAP) destinada para identificar directamente los anticuerpos capsulares de A.
pleuropneumoniae a partir del suero de cerdos de cualquier edad. PLEUOREST PAP esta

disefiado para diagnostico in vitro. (Ciprian,. et. al., 1990)

La prueba de PLEUROTEST PAP se basa en el principio de aglutinacion directa. El
suero de cerdo a probar es mezclado con el reactivo que contiene células completas de A.
pleuropneumoniae tefiidas. En el caso de un cerdo infectado con PCP, su suero contiene
anticuerpos especificos que reaccionan con los antigenos presentes en el reactivo produciendo
una aglutinacion, caracterizada por la aparicion de grumos en la mezcla, indicando un
resultado positivo. Si se trata de un cerdo sano, el suero normalmente no contiene anticuerpos
contra A. pleuropneumoniae 6 si se trata de un cerdo vacunado contra PCP, el suero contiene
otra clase de anticuerpos que no reaccionan con el reactivo, de tal forma que la aglutinacién no

se produce y no se observan grumos, indicando un resultado negativo. (Ciprian. et. al., 1990)



1.8.3 ENSAYOS DE COAGLUTINACION EN TARJETA

En la Facultad de Estudios superiores Cuautitlan UNAM, se ha desarrollado un ensayo
de coaglutinacion en tarjeta para el diagnostico de la PCP (Aguilera y cols.1989). Esta prueba
se desarrolla a partir de una cepa de A. pleuropneumoniae serotipo 1 y otra cepa de
Staphylococcus aureus cepa HG-14. Ambos antigenos se tifien por separado con rosa de
bengala y se suspenden en un amortiguador de lactato a una concentracion final dada. Para la
prueba se colocan 30 mcl de suero de cerdo en el pozo de una placa de porcelana blanca
excavada, los cuales se mezclaron por un volumen igual del reactivo de estafilococos,
agitando por rotacion lenta durante 4 minutos. Si no se presenta la aglutinacion, se agregaban
30 mcl del reactivo de Actinobacillus y se agita 4 minutos mas, se considera positivo todo
grado de aglutinacion comparado con un control negativo, en el que el suero se intercambid
por amortiguador salino de fosfatos, y un control positivo en el que se utilizé6 un suero
hiperinmune, desarrollado en conejo contra el cuerpo bacteriano intacto, de la cepa

Actinobacillus utilizada en la preparacién del reactivo. (Ciprian. et. al., 1990)

1.8.4 REACCIONES DE AGLUTINACION EN TUBO

Se suspende una cantidad determinada de antigeno de A. pleuropneumoniae en suero
fisioldgico, a fin de conseguir una densidad tipo. Generalmente se incorpora al diluyente fenol
0.5% y formalina al 0.2%, para evitar el desarrollo de gérmenes contaminantes durante la
incubacion de la reaccién. Las suspensiones bacterianas se ajustan a una densidad tipo,
basandose en el volumenes bacterianos sedimentados, en relacién con el diluyente empleado.
Los métodos turbidimétricos también se emplean corrientemente para ajustar la densidad de
los antigenos. (Merchan. et. al., 1970)

Para realizar la reaccion se pone el suero de cerdo sin diluir en un tubo de ensayo,
midiendo directamente las cantidades con una pipeta, 0 bien se preparan previamente
diluciones en suero fisioldgico o0 en una solucion bufferada o amortiguadora. Seguidamente se
afiade un cantidad fija de antigeno y ambos liquidos se mezclan. En ciertas técnicas se emplea

el antigeno como diluyente del suero. Después de mezclados el antigeno y las diversas



diluciones de suero, se incuban durante un periodo de tiempo determinado (24 a 48 hrs.) a 37
°C. Si se produce la aglutinacion, los grumos se van depositando en el fondo del tubo por
gravedad y la parte superior del liquido queda bastante clara. Si el resultado es negativo, el
antigeno permanece uniformemente turbio. (Merchan. et. al., 1970)

1.85 REACCION DE AGLUTINACION LENTA EN TUBO

La prueba de aglutinacion lenta es una prueba individual usada por los programas de
control y erradicacion de enfermedades en diferentes paises. Esta prueba presenta limitantes
tales como no poder diferenciar anticuerpos vacunales (cepa 19 en brucella) de aquellos
producidos por una infeccion natural; tampoco permite detectar con exactitud anticuerpos de
infecciones recientes o estados de cronicidad y ademas tiene la desventaja de que algunas
veces da reacciones cruzadas con anticuerpos de otros microorganismos (NADL, 1965 Cortés
y Cabello, 1970; Morgan y cols. 1971). En esta prueba intervienen tres componentes

principales, que son: el suero problema, el antigeno y la solucion salina. (Alton. et. al., 1975)

1.8.6 REACCION DE AGLUTINACION EN MICROPLACA.

Una técnica que proporciona las reacciones de aglutinacién maés répidas es la realizada
en microplaca. Se emplean suspensiones concentradas de antigeno de A. pleuropneumoniae o
de alguna otra bacteria. Para facilitar la lectura de los resultados, frecuentemente se emplean
antigenos coloreados. Para ello se aplican el cristal violeta, el violeta de metilo y el verde de
malaquita. (Merchan. et. al., 1970)

1.8.7 PRUEBAS DE REDUCCION DE LAS UNIONES DEL DISULFURO: 2
MERCAPTOETANOL.

Generalmente un estimulo antigénico inicia la produccion de inmunoglobulinas en
forma difasica, con una produccion inicial de IgM seguida de IgG. Cuando los cerdos son
vacunados con bacterinas completas de Actinobacillus pleuropneumoniae serotipos (1, 2, 3, 4,

5,6,7,8,9, 10, 11 y 12), ocurre la misma secuencia de produccion de Ac.; sin embargo, los



niveles de 1gG disminuyen mucho mas pronto que en los niveles de IgM. En infecciones
cronicas, los niveles de 1gG son mucho mas altos que los de IgM o bien pueden estar solo las
IgG. La IgM (pentdmero) se puede romper cuando se reducen los puentes del disulfuro con
Mercaptoetanol (Anderson y cols., 1964) cisteina o ditiotreitol (Morgan y cols. 1971) y por lo
tanto, la molécula pierde su actividad de anticuerpo. La IgG es resistente a este tratamiento

cuando se usan las diluciones correctas del reductor. (Alton. et. al., 1975)

Esta prueba funciona como evidencia presuntiva en cuanto a la presencia de IgG
comparando los titulos del mismo suero antes y después del tratamiento con el reductor.
(Alton. et. al.,1975)

1.8.8 PRUEBA DE ELISA

La técnica de ELISA es un procedimiento de ensayo inmunoenzimatico cuyo nombre
resulta de la asociacion de las iniciales de su nombre en ingles (Enzyme Linked Inmuno
Sorbent Assay). Como todo ensayo inmunoenzimatico, la prueba recurre al empleo de
inmundgenos, haptenos ¢ anticuerpos marcados con una enzima, para revelar el reactivo

complementario a nivel de distintos fluidos bioldgicos. (Info@labgemenis.com)

De un modo general se procede a la fijacion de uno de los componentes de la reaccion
inmunologica (antigeno de A. pleuropneumoniae) a un soporte solido, poniendo luego en
contacto con una fase fluida, que contiene el reactivo complementario (suero del cerdo con
anticuerpo contra A. pleuropneumoniae). EI complejo inmunoldgico formado es enfrentado
luego a las moléculas capaces de reconocer a su componente mas superficial, marcadas con
una enzima (peroxidasa de rabano picante), agregandose posteriormente un sustrato
cromogénico de la enzima marcadora. La existencia de un antigeno 6 anticuerpo se prueba con

la utilizacion de un estandar 6 calibrador. (Info@labgemenis.com)



1.9 VACUNACION

El uso de bacterinas inactivadas se llevo cabo al poco tiempo de haberse identificado
el agente causal de la enfermedad. En México, por ejemplo, producimos muchas dosis de
vacuna A. pleuropneumoniae al afio siguiente de haberse diagnosticado la enfermedad (Piojan.
et. al., 1978). Posteriormente se demostrd que dichas bacterinas en adyuvantes de gel
(hidréxido de aluminio) eran muy poco eficaces, protegiendo sélo contra la muerte pero no
contra la infeccion (Piojan. et. al., 1982 y Ortiz. et. al, 1980). Al mismo tiempo, Nielsen en
Dinamarca encontré similarmente que las vacunas en gel no protegian contra la infeccién
mientras que las de adyuvantes oleoso protegian mejor (Nielsen, 1979 y 1984). Nielsen,
también demostrd que las vacunas inactivadas no conferian ninguna proteccién cruzada entre
serotipos, mientras que los animales que se recuperaban de la infeccion natural tenian una
sOlida inmunidad contra todos los serotipos (Nielsen, 1985). Mas tarde Henry (1982) realiz6
un estudio de la viabilidad econémica de una vacuna inactivada en gel, en una granja de
engorda. Bajo estas condiciones encontr6 que los beneficios obtenidos no justificaban el costo

de vacunacion.



1.10 JUSTIFICACION

El cerdo es la uUnica especie que en forma natural es susceptible a A.
pleuropneumoniae causandole una PCP sobreaguda, aguda y cronica. La morbilidad se puede
presentar hasta en un 100%, con una mortalidad variable desde el 20% hasta un 80%. La
mortalidad se presenta en cerdos de 4 semanas sin embargo, las pérdidas por muerte se
encuentran limitadas en cerdos de 13 a 16 semanas de edad, por ello es importante el
diagnostico oportuno y rapido de la enfermedad asi como su prevencién a través de la
vacunacion, para lo que se estan desarrollando vacunas con bacterinas y vacunas vivas

atenuadas.

Para la evaluacion de un perfil seroldgico en una vacuna, es necesario realizar distintas
pruebas, esto hace que sea un proceso tardado y costoso, por eso se pretende reducir el tiempo
y gasto econdmico llevando a cabo la estandarizacién de dos técnicas: la técnica de
aglutinacion lenta en tubo y 2-mercaptoetanol, que en la actualidad, se llevan a cabo
principalmente para brucella, pero en este proyecto se estandarizaron en tubo y microplacas
para la bacteria A. pleuropneumoniae serotipos 1y 3 especificamente.

En el presente trabajé se evaluaron los sueros de cerdos vacunados con una bacterina
propia de una granja de la Facultad de Medicina Veterinaria Zootecnista de la UNAM en
Jilotepec, con la finalidad de saber si las técnicas son suficientemente sensibles para detectar si
los cerdos desarrollaron inmunidad o no, para apoyar en el estudio de perfiles serolégicos

para el control y en un futuro la erradicacion de la PCP.

1.11 HIPOTESIS

Si la estandarizacién de las técnicas de aglutinacion lenta en tubo y 2-mercaptoetanol es

efectiva, entonces ambas técnicas nos serviran como apoyo en el estudio de perfiles

seroldgicos.



2. OBJETIVOS

21 OBJETIVO GENERAL.

Estandarizar las técnicas de aglutinacion lenta en tubo y prueba de reduccién de las
uniones disulfuro 2-Mercaptoetanol en tubo y microplaca para evaluar los sueros de cerdos

vacunados con una bacterina contra Actinobacillus pleuropneumoniae.

2.2 OBJETIVOS PARTICULARES.

2.2.1 Comparar la sensibilidad de las técnicas de aglutinacion lenta en tubo y la prueba de
reduccién de las uniones disulfuro con 2-Mercaptoetanol, en tubo y microplaca con suero de

cerdos vacunados con una bacterina contra Actinobacillus pleuropneumoniae.

2.2.2 Evaluar el perfil serologico de suero de cerdos vacunados con una bacterina contra el
agente bacteriano Actinobacillus pleuropneumoniae con las técnicas de aglutinacién lenta y
prueba de reduccion de las uniones disulfuro 2-Mercaptoetanol.



3. MATERIAL Y METODOS

3.1 SUEROSUTILIZADOS

Se nos entregaron 100 sueros de cerdos vacunados con una bacterina con procedencia
de la granja de cerdos de la Facultad de Medicina Veterinaria Zootecnista (FMVZ) de la
UNAM, ubicada en Jilotepec Estado de México. Los cerdos recibieron una sola dosis de la
bacterina utilizada por la granja, la cual se prepard con Actinobacillus pleuropneumoniae
(App) serotipos 1 y 3 (informacién dada por el responsable de la granja). Se utilizaron 12
sueros control en las pruebas de estandarizacion de las técnicas de Aglutinacién lenta en tubo
(ALT) y 2-mercaptoetanol, 6 positivos a la bacteria App serotipos 1 y 3, los otros 6 negativos
a la bacteria (suero de cerdos sin inocular). Los otros 100 sueros se dividieron en los cuatro
muestreos (sangrados) realizados por la granja, los muestreos se hicieron por semana, cada
uno integrado por 25 sueros y fueron evaluados por cada una de las técnicas, en microplacas
con 96 pocillos.

3.2 PREPARACION DEL ESTANDAR DE ANTIGENO

Para la obtencién de la biomasa de la bacteria pura, se utiliz6 agar BHI con una cepa
madre de Staphylococcus aureus Cowan 1, ésta proporciona el factor V necesario para el
crecimiento de A. pleuropneumoniae. También se utiliz agar sangre ya que nos proporciono
el factor V en el mismo medio, por lo que no fue necesario la utilizacion de ninguna cepa
madre. Se toma una cepa estandar de referencia ATCC (American Time Cell Culture) de A.
pleuropneumoniae seleccionando los serotipos 1 y 3, se siembra masivo en cajas separadas
cada uno y se incub6 a 37°C por 48 hrs. Una vez que crece la bacteria, se siembra nuevamente,
cada serotipo en cajas diferentes, esta vez s6lo en medio BHI + extracto de levadura a 37°C y
por 48hrs.



Posteriormente, se cosecha la bacteria y se pasa a un matraz en 100 mL de medio BHI
+ extracto de levadura al 10 %, Yy se incub0 a 37°C aprox. por 48 hrs. hasta obtener suficiente

biomasa.

Se realiz6 una tincion de Gram para verificar la ausencia de contaminacion en la
biomasa, una vez probada la ausencia de contaminantes se inactivo con formaldehido al 0.5%
durante 15 a 20 minutos, enseguida se centrifugd a 6000 rpm por 30 minutos para la obtencion
del antigeno (paquete celular), se lavé con SS fisiologica 3 0 mas veces segun fue necesario
hasta que el sobrenadante quedd transparente. Para la técnica de Mercaptoetanol se tomaron 2
mL de la biomasa y se adicionaron 100 mL de SS fisioldgica y para la técnica de ALT, se

tomaron 2 mL de la biomasa y se adicionaron 100 mL de SS fenolada..

La biomasa fue ajustada al 4.5% en tubos de ensayo. Para su ajuste se toma con un
capilar una cantidad de la biomasa obtenida, y se pone en la microcentrifuga para determinar a
que concentracion se encuentra, de esta manera y utilizando la férmula (Volumen 1
Concentracion 1 = Volumen 2 Concentraciéon 2), donde se conoce el volumen 1 (volumen
inicial), la concentracion 1 (concentracion dada por la microcentrifuga) y la concentracion 2
(concentracién deseada) , en base a lo cual se hace el calculo para determinar el volumen
sobrante o faltante de SS fenolada en el caso de ALT, y SS fisioldgica en el caso de 2-

mercaptoetanol, para tener la concentracion deseada.

3.3 ESTANDARIZACION DE LAS TECNICAS DE AGLUTINACION LENTA
Y 2-MERCAPTOETANOL EN TUBO Y MICROPLACA

Ambas técnicas se llevaron a cabo en tubo y placa simultdneamente, ademas se
realizaron por triplicado, para verificar que los resultados fueran iguales en ambos casos, las

pruebas se realizaron de la siguiente manera:

Se utilizaron 12 sueros control, 6 positivos y 6 negativos. Se prepard una serie de tubos

para cada antigeno y simultdneamente se prepararon placas con 96 pocillos también para cada



antigeno. Se utiliz6 el método de la doble dilucién para ambas pruebas. Para los tubos se toma

0.2 mL de suero de cerdo + 1.8 mL de SS fenolada o 2-mercaptoetanol y para las placas se
colocan 20 pL de suero de cerdo + 180 pL de SS fenolada o 2-mercaptoetanol en el primer
pocillo, a partir de ésta se hicieron diluciones dobles (1/20, 1/40, 1/80, 1/160 y 1/360), a cada

dilucidn se le agregé 1mL 6 100 pL (segln sea el caso) de biomasa ajustada App 1 6 App3, se
cubri6 cada tubo y cada microplaca con papel micropor y se dejé incubando de 12 a 48 hrs. a
37°C. Posteriormente se hizo la lectura.

34 PRUEBA DE AGLUTINACION LENTA EN MICROPLACA

Para la realizacion de esta prueba se llevo a cabo el método de la doble dilucién como

se describe a continuacion:

Se prepard una microplaca con 96 pocillos para cada antigeno. En el primer pocillo se
colocaron 20 pL de suero de cerdo + 180 pL de SS fenolada, a partir de esta se hicieron
diluciones dobles (1/20, 1/40, 1/80, 1/160 y 1/360), a cada dilucién se les agreg6 100 uL de la
biomasa ajustada Appl 6 App3, se cubrié la microplaca con papel micropor y se dej6 incubar
a 37°C de 12 hasta 48 hrs. Posteriormente se hizo la lectura.

3.5 PRUEBA DE 2-MERCAPTOETANOL EN MICROPLACA

Se llevé a cabo la técnica de la doble dilucién como se describe a continuacion:

Se prepard una microplaca con 96 pocillos para cada antigeno. En el primer pocillo se
colocaron 20 pL de suero de cerdo + 180 pL de 2-mercaptoetanol, a partir de ésta se hicieron
diluciones dobles (1/20, 1/40, 1/80, 1/160 y 1/360), y se incubd por 1 hr. aproximadamente en
bafio maria antes de agregar las biomasas Appl y App3, a cada dilucion se les agregd 100 pL
de la biomasa ajustada Appl y App3, se cubrid la microplaca y se dej6 incubar a 37°C de 12
hasta 48 hrs. Posteriormente se hizo la lectura.



3.6 INTERPRETACION DE LOS RESULTADOS

Se consideran reacciones positivas, en cualquier dilucion donde haya algin grado de
aglutinacion. La interpretacion de las pruebas va a depender de qué tan efectiva fue la vacuna
para los animales. Para el diagndstico de infecciones bacterianas se establecen ciertos titulos
de Ac como significativos, por lo que reacciones a bajas diluciones carecen de significacion,
en este caso se considerd que a partir de la dilucion 1/40 es donde hay mejor respuesta en los
resultados de los sueros y son las que nos pueden indicar presencia de infeccion.



4. RESULTADOS

Para la estandarizacion de las técnicas de ALT y 2-mercaptoetanol, primero se
utilizaron 6 sueros positivos y 6 sueros negativos para A. pleuropneumoniae serotipos 1y 3,
se realizaron las técnicas en tubo y microplacas simultaneamente para comparar los resultados.

Los resultados en los tubos se observd de la siguiente manera:

Un resultado es positivo cuando hay una aglutinacion, esta se puede apreciar como

una formacion de grumos, asi se puede observar en la figura 1:

Figura 1.
Reaccion positiva de ALT

Un resultado es negativo cuando no hay formacion de red o aglutinacion, por lo que no
hay turbidez, sino por el contrario se puede ver una solucién transparente como se muestra en

la figura 2.

Figura 2.
Reaccion negativa de ALT



La solucion se ve transparente porque no hay ninguna reaccion entre Ag y Ac, por lo
tanto no hay formacion de red y se forma una especie de boton en el fondo del tubo quedando

el liquido transparente.

En algunas ocasiones se pueden interpretar falsos positivos, que se pueden ver como

una sedimentacion en el fondo, pero ademas vemos una

ligera turbidez (Figura 3), esta turbidez no significa que sea
positivo, simplemente es falta de tiempo para la
sedimentacion, es por ello que cuando se va a hacer la lectura

se debe tener cuidado de no agitar demasiado los tubos para

no crear este tipo de confusiones. S | S | S

Se debe tomar como resultado positivo cuando no hay

formacion de boton, y se aprecia una turbidez, pero la
turbidez puede ser mayor o menor, por lo que se puede Figura 3.
representar con un signo “+” para los tubos con turbidez Falsos positivos.
menor y anotando dos 6 mas veces el signo para tubos con una turbidez mayor (figura 4). Esto
nos indica si hay una mayor o menor concentracion de anticuerpos, y por lo tanto ver la

intensidad de la respuesta inmunologica.

N

+ + +

Figura 4.
Grados de turbidez



Figura 5.
Comparacion de resultados.

En la figura 5 se hace la comparacion de un resultado negativo (tubo izquierdo), con

uno positivo (tubo derecho).

Con la finalidad de agilizar los resultados, se realizaron simultaneamente las técnicas
de aglutinacién en microplacas, con los mismos sueros utilizados para la aglutinacion en tubo

y los resultados se observan en la figura 6.

T p——
b=t

Figura 6. Resultados de
aglutinacion lenta en microplaca.



En la microplaca la lectura se hace de manera similar al tubo, pero en este caso se dice
que el resultado es positivo, cuando hay una formacion de red en la base del pocillo (figura 6,

B), y se dice que es negativo cuando se observa un botdn en el fondo (figura 6, A).

Para poder observar mas claramente los resultados se colocaron juntos los pocillos,

donde el pocillo B es positivo y el A negativo (figura 7).

Figura 7.
Comparacion de resultados en
microplaca.

Se realizaron cuatro sangrados para evaluar la respuesta serologica.

Los resultados obtenidos con el antigeno del serotipo 1, mostraron que en el primer
muestreo no se encontraron titulos tanto con las pruebas de ALT como con 2-mercaptoetanol.
Siete dias despues (segundo muestreo), se encontraron que dos sueros fueron positivos a la
prueba de ALT con titulos de 1/20 y 1/40 (los titulos se convirtieron a logaritmos para poder
obtener el promedio y asi ver el comportamiento de los Ac en una gréfica), para este muestreo
el promedio fue 0.116132 mientras que para la prueba de 2-mercaptoetanol resultaron
serologicamente negativos. A los 14 dias la respuesta serologica vario con la prueba de tubo
obteniéndose titulos de 1/10 a 1/320, con un promedio de 0.47653, encontrandose que sélo 8
animales fueron seroreactores, mientras que la prueba de 2-mercaptoetanol, volvié a
comportarse igual, dando una serologia negativa para todos los sueros. A los 21 dias (cuarto
sangrado) la respuesta seroldgica varié con la prueba de tubo de 1/10 a 1/320, con un
promedio de 0.97756 encontrandose que s6lo 13 animales fueron seroreactores, mientras que
la prueba de 2-mercaptoetanol, volvié a comportarse igual dando una serologia negativa para

la totalidad de los sueros. (Ver cuadro 1y figura 8).



Log de los titulos de aglutinacion

RESULTADOS DE LAS PRUEBAS DE AGLUTINACION PARA ANTIGENO DE
Actinobacillus pleuropneumoniae SEROTIPO 1 (LOG).

SUERO ler. Muestreo 20. Muestreo 3er. Muestreo 40. Muestreo
ALP 2-ME ALP 2-ME ALP 2-ME ALP 2-ME
1 0 0 0 0 0 0 1.60206 0
2 0 0 0 0 1 0 0 0
3 0 0 0 0 0 0 2.50515 0
4 0 0 0 0 0 0 0 0
5 0 0 0 0 1 0 0 0
6 0 0 0 0 0 0 2.50515 0
7 0 0 0 0 0 0 2.50515 0
8 0 0 0 0 0 0 1.30103 0
9 0 0 0 0 0 0 2.50515 0
10 0 0 0 0 0 0 0 0
11 0 0 0 0 0 0 1.60206 0
12 0 0 0 0 0 0 1.60206 0
13 0 0 0 0 0 0 0 0
14 0 0 0 0 1.60206 0 1.90309 0
15 0 0 0 0 2.50515 0 1 0
16 0 0 0 0 0 0 2.50515 0
17 0 0 0 0 1.90309 0 0 0
18 0 0 0 0 1.30103 0 0 0
19 0 0 0 0 1.60206 0 0 0
20 0 0 0 0 0 0 0 0
21 0 0 0 0 0 0 0 0
22 0 0 0 0 0 0 1.90309 0
23 0 0 1.30103 0 0 0 1 0
24 0 0 1.60206 0 0 0 0 0
25 0 0 0 0 1 0 0 0
PROMEDIO 0 0 0.1161232 0 0.476534 0 0.97756 0
Cuadro 1.
DIAMICA DE AC. CONTRA Actinobacillus pleuropneumoniae SEROTIPO 1
1.2
1
0.8 -
0.6 -
0.4
0.2 4
0 L L L
1 2 Muestreos 3 4
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Figura 8.




Por otro lado utilizando el antigeno del serotipo 3 de A. pleuropneumoniae en el
primer muestreo los sueros fueron negativos a la prueba de tubo y de mercaptoetanol dando
animales seroreactores negativos. A los 7 dias (segundo muestreo) se encontraron sueros
seroreactores positivos con titulos que variaron de 1/10 a 1/320 con un promedio de 0.841236
obteniéndose un total de 14 animales seroreactores, mientras que con la prueba de 2-
mercaptoetanol fueron negativos. En el tercer muestreo realizado a los 21 dias con la prueba
de tubo se encontraron titulos de 1/10 a 1/320 con promedio de 1.3767416, con un total de 13
animales seroreactores. Con la prueba de 2 mercaptoetanol no hubo sueros seroreactores. En el
muestreo de 28 dias (cuarto sangrado) se encontraron titulos méas altos de 1/40 a 1/320 con
promedio logaritmico de 2.0759552 en 23 de los sueros probados y en el caso de la prueba de

2-mercaptoetanol todos los sueros fueron seroreactores negativos. (ver cuadro 2 y figura 9)

RESULTADOS DE LAS PRUEBAS DE AGLUTINACION PARA ANTIGENO
DE Actinobacillus pleuropneumoniae SEROTIPO 3 (LOG).

SUERO ler. Muestreo 20. Muestreo 3er. Muestreo 40. Muestreo
ALP 2-ME ALP 2-ME ALP 2-ME ALP 2-ME
1 0 0 0 0 0 0 2.50515 0
2 0 0 0 0 1 0 1.60206 0
3 0 0 0 0 0 0 2.50515 0
4 0 0 0 0 0 0 2.50515 0
5 0 0 0 0 1 0 2.20412 0
6 0 0 0 0 0 0 2.50515 0
7 0 0 0 0 0 0 2.50515 0
8 0 0 0 0 0 0 0 0
9 0 0 2.20412 0 0 0 2.50515 0
10 0 0 2.50515 0 0 0 2.50515 0
11 0 0 1.60206 0 0 0 2.50515 0
12 0 0 1.90309 0 0 0 1.90309 0
13 0 0 1.60206 0 0 0 2.50515 0
14 0 0 2.20412 0 1.60206 0 2.50515 0
15 0 0 1.90309 0 2.50515 0 1.60206 0
16 0 0 1.30103 0 0 0 2.50515 0
17 0 0 1.60206 0 1.90309 0 0 0
18 0 0 1.30103 0 1.30103 0 1.90309 0
19 0 0 0 0 1.60206 0 1.60206 0
20 0 0 0 0 0 0 2.20412 0
21 0 0 0 0 1.30103 0 2.20412 0
22 0 0 0 0 1 0 2.50515 0
23 0 0 1.30103 0 1.30103 0 1.90309 0
24 0 0 1.60206 0 1.90309 0 2.50515 0
25 0 0 0 0 0 0 2.20412 0
PROMEDIO 0 0 0.841236 0 1.3767416 0 2.0759552 0

Cuadro 2.



Log de los titulos de aglutinacion
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Figura 9.




5. DISCUSION

El A. pleuropneumoniae causa una neumonia fibrinohemorragica aguda, que causa
generalmente pérdidas aguda por muerte en cerdos de 12 a 16 semanas de edad. La morbilidad
puede llegar hasta el 100%, con una mortalidad de 20-80%, por lo que es necesario tomar
medidas preventivas para dicha enfermedad, es por ello que se llevo a cabo la estandarizacion
de las técnicas ALT y 2-mercaptoetanol para evaluar la sensibilidad de las pruebas en tubo y
microplaca, ya que son utilizadas para otro tipo de bacterias y en este caso la estandarizacion
fue especifica para los serotipos Appl y App3. Las técnicas también nos sirvieron para evaluar
si los sueros dieron respuesta inmunoldgica a la bacterina inoculada a los cerdos. No se

control6 el tipo bacterina, ya que es propia de la granja de la FMVZ de la UNAM.

Los sueros control utilizados en la estandarizacion de las técnicas, se consideran
positivos y negativos debido a que fueron previamente evaluados con la técnica de
PLEUROTEST que como se explica en la introduccion ésta basado en el principio de

aglutinacion directa.

Durante la estandarizacion de las técnicas de ALT y 2-mercaptoetanol, se logré que
los resultados fueran reproducibles, ya que se realizaron por triplicado con los serotipos 1y 3
de A. pleuropneumoniae, y en cada uno de los sueros control dando los mismos resultados
tanto en tubo como en microplaca, pero con un mayor ahorro de reactivos y de tiempo en la
técnica hecha en microplaca, por lo que se decidi6 analizar los sueros entregados por la granja,

con las técnicas en microplaca.

La prueba de aglutinacion lenta es una prueba que nos brinda una valiosa ayuda para
la evaluacion seroldgica de titulos que determinan el total de anticuerpos, ya que nos pone en
evidencia la presencia de IgM como la respuesta primaria ante cualquier infeccion, ademas
esta prueba es sencilla de hacer asi como de interpretar, pero para completar la evaluacion de
la bacterina, es necesario evaluar también la presencia de los anticuerpos 1gG que es la
respuesta secundaria en toda infeccion, para dicha evaluacion se utiliza la prueba de 2-

mercaptoetanol la cual inactiva los Ac IgM, dejando solamente los Ac IgG, utilizando sélo las



cantidades necesarias de reactivo 2-mercaptoetanol, eésta también es una prueba muy sencilla

de interpretar y de realizar.

Los resultados obtenidos en la evaluacion de la bacterina, en las gréaficas nos muestran,
que la respuesta de los serotipos 1 y 3 de App para la prueba de ALT, la cual nos evalla, la
presencia de anticuerpos IgM, presenta un comportamiento gradual de crecimiento de la
respuesta inmunoldgica en cada sangrado, esto nos indicé que en el momento de la vacunacion
los cerdos si respondieron, sin embargo, al realizar la prueba de 2-ME, la cual nos evalla la
presencia de IgG, no vemos aumento o presencia de estos Ac en la respuesta inmunolégica en
ninguno de los sangrados como se puede ver en las graficas de ambos serotipos, lo que nos
indica que los cerdos no presentaron anticuerpos 1gG, estos nos dan memoria inmunoldgica a
largo plazo, la cual es el objetivo principal de una vacuna para brindarnos proteccion durante
un periodo prolongado, por lo tanto en este caso podemos decir que la bacterina utilizada no

da una respuesta inmunologica a largo plazo.

Debemos mencionar que en la respuesta inmunitaria participan el individuo, la especie,
la edad, la salud y el estado de nutricion del animal. Los animales muy jévenes o muy viejos
son menos adecuados y no deben emplearse. Los animales que se encuentran en un estado
satisfactorio de salud responden mas intensamente a las inyecciones del antigeno. A veces se
producen bajas cuando se inyectan las vacunas a base de agentes vivos atenuados a animales
enfermos, mientras que los sanos, 0 no reaccionan en absoluto o sélo lo hacen en pequefio
grado (Rosendal. et. al, 1982). En nuestro caso no se sabe si los animales se encontraban
enfermos, o si a causa de la vacuna enfermaron, pero antes de realizar el ultimo sangrado los
cerdos comenzaron a morir repentinamente (informacion dada por personal de la granja), por

lo tanto, no podemos decir con certeza que la bacterina no sirve.

Otro punto que debemos tomar en cuenta es el estado de los sueros, es importante que
su almacenamiento sea adecuado y de preferencia que no se encuentren hemolizados, ya que

si se encuentran hemolizados, pueden afectar el resultado de las pruebas.



6. CONCLUSIONES

Fue posible la estandarizacion de las técnicas de aglutinacion, ya que se logré
reproducibilidad de las mismas, tanto en tubo como en microplaca, porque al comparar los
resultados de la pruebas, las cuales se hicieron por triplicado, nos dieron resultados similares

al hacer la lectura.

Se logr6 evaluar la respuesta humoral de los sueros de cerdos vacunados con la
bacterina contra A. pleuropneumoniae serotipos 1 y 3, con las técnicas de ALT y 2-
mercaptoetanol, obteniendo resultados positivos para Ac IgM y una respuesta negativa para
Ac 1gG, lo que nos indica que hubo una respuesta inmunoldgica primaria para App 1y 3, pero

no hubo una respuesta secundaria.

Se comprobo la sensibilidad de las técnicas en tubo y microplaca, porque con
cantidades muy pequefias de reactivos, fue posible una buena lectura, los resultados se
apreciaba bien tanto en las microplacas como en los tubos, lo que nos permitio hacer las
pruebas solamente en microplaca con los mismos resultados que en los tubos, pero con ahorro

de reactivos y de tiempo.
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