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SINOPSIS

La Pleuroneumonia Contagiosa Porcina (PCP) es una enfermedad que afecta a la
especie porcina y es causada por la bacteria Actinobacillus pleuropneumoniae (App). El
indice de morbilidad es del 80% y el de mortalidad del 100%. Este agente tiene dos
biotipos. El biotipo I (serotipos 1-12 y 15) ya ha sido identificado en México; sin embargo
el biotipo II (serotipos 13 y 14) tiene caracteristicas de crecimiento in vitro exigentes,
razén por la que su identificacién es un obstaculo en los laboratorios de diagnostico. Se
llevé a cabo un muestreo transversal en el rastro frigorifico La Paz, se colectaron un
total de 69 muestras (tracto respiratorio) provenientes de 3 estados; Jalisco (24), Puebla
(21) y Estado de México (24). Se disefiaron 2 pares de oligonucleotidos para la
identificacion del serotipo 13 y 14. El estudio demostré la presencia del serotipo 13 en
los tres estados, empleando la técnica de aislamiento bacteriano se identificaron como
positivas al biotipo II; 9 muestras el Estado de México, 5 en Jalisco y 3 en Puebla;
mientras que con la prueba de PCR 21 muestras fueron positivas en el Estado de
México, 19 en Jalisco y 14 en Puebla, sélo para el serotipo 13. No fue posible
identificar el serotipo 14.



INTRODUCCION
La porcicultura es una actividad importante, principalmente en términos del valor
econdémico, volumen de produccion, la alta demanda por parte de la poblacion y la

capacidad generadora de empleos (Morilla, 2002).

Con la industrializacién de la produccion porcina, las enfermedades respiratorias se
constituyeron en el principal problema sanitario en las explotaciones, debido a que se
mantienen grandes concentraciones de cerdos en espacios relativamente reducidos,
ademas de otros factores como el destete temprano segregado y la produccion en
diferentes sitios. En ocasiones se presentan de manera aguda, pero la mayor parte de
las veces se presenta de manera cronica e insidiosa; esto provoca mayor gasto por
concepto de adquisicion de farmacos, vacunas y en consecuencia los animales no

ganan el peso necesario para el mercado (Morilla, 2002).

El Complejo Respiratorio Porcino (CRP); se refiere a las enfermedades que
generalmente se presentan en la etapa de crecimiento. Se identifican diferentes
agentes virales, como los que ocasionan la enfermedad de Aujeszky, Ojo Azul,
Circovirus tipo 2 e Influenza Porcina ademas del Sindrome Reproductivo y Respiratorio
Porcino (PRRS); asi como bacterias, entre las cuales se tienen Mycoplasma
hyopneumoniae, Pasteurella  multocida, Streptococcus suis, Actinobacillus
pleuropneumoniae y Salmonella choleraesuis (Morilla, 2002).

Dentro de estas enfermedades respiratorias destaca la Pleuroneumonia Contagiosa

Porcina (PCP), causada por la bacteria Actinobacillus pleuropneumoniae (App).

Esta enfermedad se ha descrito alrededor del mundo, afecta a cerdos de todas las
edades, sin embargo los animales de 12 semanas de edad son los més susceptibles.
En los individuos infectados de manera endémica App se puede encontrar a partir de la
cuarta semana de edad, mientras que su presencia en el tejido pulmonar y la induccion
de lesiones pulmonares a menudo sélo se ve de las 12 a 16 semanas de vida (Chiers et
al., 2010).



El estrés, hacinamiento, el movimiento constante de los cerdos asi como las
situaciones climaticas adversas son factores de riesgo que contribuyen al desarrollo y a
la persistencia de la enfermedad (Chiers et al., 2010).

La PCP es extremadamente contagiosa, tiene morbilidad del 80% y mortalidad del
100%. Se caracteriza por ocasionar bronconeumonia fibrinohemorragica necrotizante,
bronconeumonia y pleuritis fibrinosa. Los animales que sobreviven a la infeccion
presentan una pobre conversion alimenticia y permanecen como portadores cronicos.
Un problema de esta enfermedad es que el animal puede ser tratado con
antimicrobianos efectivos contra el agente, pero no pueden solucionarlo por la gravedad

de las lesiones (Straw et al., 2012).

Agente etiologico

Inicialmente se utiliz6 el nombre de Haemophilus pleuropneumoniae y también el de
Haemophilus parahaemolyticus, estas designaciones se abandonaron y se incluy6 esta
especie en el género Actinobacillus tras demostrarse por estudios de homologacion de
ADN la estrecha relacion con A. lignieresii (Straw et al., 2012). La clasificacion

taxonomica vigente es la siguiente:

Phylum: Proteobacteria
Clase: Gammaproteobacteria
Orden: Pasteurellales

Familia: Pasteurelleceae
Geénero: Actinobacillus
Especie: A. pleuropneumoniae

El Manual Bergey's la clasifica dentro del subgrupo 3 del grupo 5, “bacilos Gram
negativos anaerobios facultativos”. Morfolégicamente son bacilos cortos (0.4-1um)

pleomdrficos solos o en cadenas, capsulado y presenta fimbria tipo 4 (Holt et al., 1994).



Serotipos

Se clasifican por las caracteristicas de su crecimiento in vitro de acuerdo a la
necesidad de adenin dinucleotido de nicotinamida (NAD) como NAD dependiente
(biotipo I) y NAD independiente (biotipo II).

El biotipo | incluye 13 serotipos basados en el antigeno capsular (1-12 y 15) y dos
subtipos del serotipo 1 y 5 (1a, 1b y 5a, 5b) que tienen minimas diferencias en la
capsula. El biotipo Il se compone de los serotipos 13 y 14 (Bossé et al., 2002, Chiers
2010).

Con base en las diferencias del antigeno capsular y antigenos solubles superficiales
de los polisacaridos capsulares (CPS) y de los lipopolisacéaridos (LPS) App se clasifica
en 15 serotipos. Aunque todos los serotipos pueden causar enfermedad, existen
diferencias en la virulencia (Chiers et al., 2010). Sin embargo, Ito (2015) empleando la
técnica de secuenciacion demostro que, el biotipo | tiene 14 serotipos (1-13, 15),
mientras que el biotipo Il tiene siete (2, 4, 7, 9, 11, 13 y 14) que también se consideran
como biotipo I. En el mismo afio Gottschalk, reportdé que algunas cepas de los serotipos
2,4, 7, 9 y 11 pueden pertenecer al fenotipo del biotipo Il y de forma reciente en

Ameérica del Norte el serotipo 13 tuvo comportamiento fenotipico del biotipo I.

Se han descrito diferentes factores de virulencia, entre ellos hay 4 diferentes
citotoxinas pertenecientes a la familia repeats in toxins (RTX), Apxl, Apxll, Apxlll y
ApxIV que juegan un papel importante en la patogénesis de la infeccion (Gottschalk,
2015).

Algunos serotipos comparten antigenos comunes en el lipopolisacarido (LPS) de la
cadena “O” , estos antigenos se emplean en pruebas serolégicas. Segun la similitud de
éstos se clasifican en tres grupos seroldgicos: los serotiposl, 9y 11; serotipos 3, 6, 8 y
15; serotipos 4y 7. A pesar de que las estructuras de los LPS de los serotipos 4y 7 son
similares, la cepa de referencia de Europa muestra similitud con el serotipo 13; aunque

no se han demostrado reacciones cruzadas entre estos serotipos empleando pruebas



seroldgicas. Por otro lado, el LPS del serotipo 13 de América del Norte presenta
reacciones cruzadas con el serotipo 10 (Gottschalk, 2015).

Esta diversidad dificulta el éxito en los procesos de vacunacion, debido a que vacunas
de células completas generalmente confieren proteccion contra el serotipo homologo;

esto desencadena el desarrollo de nuevos inmundgenos.

Genoma

El genoma de App es circular, tiene tamafio aproximado de 2.4 Mpb, con un
contenido en G+C de 42.1%. Se ha identificado el ADN plasmidico (Kang et al., 2009;
Chang et al., 2002) con tamaiio de hasta 6.0 Kb que contiene genes de resistencia a

antibioéticos.

Factores de virulencia
Varios productos, como estructuras (factores no secretados) han sido descubiertos

como importantes factores de virulencia de App.

Polisacaridos capsulares (CPS)

Los polisacéaridos capsulares (CPS) de App son estructuras especificas de serotipo
responsables de la caracterizacion antigénica de los 15 serotipos diferentes (Jessing et
al., 2008). La capsula es el componente primario que protege a la bacteria a partir de
los mecanismos inmunes del huésped como la fagocitosis mediada por el complemento
(Dubreauil et al.,, 2000). Tiene carga negativa, se compone de unidades de
oligosacaridos y polimeros de acido teicoico unidos por enlaces de diéster de fosfato.
La composicion y estructura determina la variacion de la virulencia entre cepas
(Dubreauil et al., 2000; Bandara et al., 2003).

En general, los serotipos que poseen mas carbohidratos en la capsula tienden a ser
mas virulentos. La evaluacion de cepas genéticamente idénticas sugirio que la cantidad
y el tipo de CPS producido determina la virulencia de App (Bandara et al., 2003).
Dubreauil et al., (2007) reportd que no encontrd signos clinicos o lesiones pulmonares
cuando por via endobronquial administré a los cerdos la capsula purificada. Aunque el

CPS purificado de A. pleuropneumoniae no induce enfermedad clinica o lesiones



pulmonares en cerdos, la capsula es esencial para que sea virulenta in vivo; pues
permite resistir el medio ambiente antibacteriano producido por el sistema inmune del
huésped. También empleo dos cepas del serotipo 5a de A. pleuropneumoniae (una con
capsula y la otra sin ella), la cepa con cépsula fue resistente a la actividad del

complemento; mientras que la no encapsulada fue sensible.

Lipopolisacaridos (LPS)
Se ha demostrado que los LPS de Haemophilus ducreyi contribuyen en la adhesion

a los queratinocitos humanos y que los de Haemophilus influenzae reducen la
adherencia a células humanas del epitelio bronquial. En contraste, los LPS de muchos
otros patégenos incluyendo Escherichia coli, Yersinia enterocolitica, asi como los de
Neisseria meningitidis parecen no jugar ningan papel significativo en la adherencia a las
células del huésped. En App juegan un papel importante en la adherencia, esto fue
sugerido después de que se observo gque las cepas que expresan LPS de tipo liso se
adhirieron a cultivos de anillos traqueales porcinos en mayor nimero que los que tienen
LPS de tipo semi-rugoso. Posteriormente se demostré que la adherencia bacteriana
puede ser inhibida tanto por el LPS purificado como el fraccionado de alto peso
molecular en masa y por un anticuerpo monoclonal de alto peso molecular (Bossé et al.,
2002).

Los glicoesfingolipidos que estan presentes en el epitelio de las células respiratorias
son los posibles receptores de los LPS de App. El LPS tanto purificado como y
detoxificado de los serotipos 1 y 2 de App, se unen fuertemente al ganglio triacil
ceramida (GgOs3) y al ganglio tetra osylceramida (GgQO,); de forma significativa estas
interacciones no fueron afectadas por los anticuerpos monoclonales especificos para
los antigenos O homologos, lo que sugiere que los LPS estan involucrados en la
adhesion a GgO3 y GgOy; de cualquier modo. se debe tomar en cuenta que en los 15
serotipos hay variaciones en la longitud y la complejidad de las cadenas laterales “O”
Bossé et al., (2002) y Gyles et al. (2010). En el caso del serotipo 2 hay cepas que
expresan tipicamente el LPS liso, esto puede enmascarar la accesibilidad del

oligosacarido en la interaccién patégeno-huésped.



Los LPS de A. pleuropneumoniae mejoran los efectos de las toxinas Apx en los
fagocitos; activan la produccién de citocinas inflamatorias e inducen necrosis en células
epiteliales pulmonares de cerdo a través de la union a receptores tipo Toll, ademas de

tener propiedades antifagociticas (Chiers et al., 2010).

Proteinas de membrana externa (PME)

Son importantes en la regulacion de proteinas de superficie, en respuesta a las
condiciones de crecimiento en el medio ambiente; pues se ha determinado su
participacion como receptores de elementos indispensables para el crecimiento,

ademas; estas proteinas son capaces de inducir respuesta inmune.

Se han identificado varias PME y todos los serotipos contienen varias proteinas
comunes, incluyendo una lipoproteina asociada al peptidoglicano llamada PalA que es
modificable por calor, ademas de una de 48 kDa que no esta presente en otras
especies de bacterias Gram-negativas, relacionadas con la patogénesis del tracto

respiratorio del cerdo (Verdugo et al., 2003).

Mediante andlisis protedbmicos se observd que App tiene una membrana externa con
alta similitud a la adhesina YadA que se involucra en la adherencia de Yersinia; esta
adhesina se expresa en bacterias que presentan un alto grado de adhesion a las
células del epitelio alveolar. También se ha reportado otra proteina que se une a los IV
tipos de coldgena que hay en el cerdo; ademés de un gen que codifica una adhesina de

App el cual fue recuperado de tejido pulmonar necroético (Chiers et al., 2010).

Estudios realizados por Verdugo et al., (2003) han demostrado que una proteina de
membrana externa esta presente en la mayoria de los serotipos pero no todos pueden
interactuar con la colagena; puesto que los diferentes tipos de ésta con los que cuenta
el cerdo no estan presentes de manera constante 6 pueden variar de acuerdo a la zona
anatomica donde se encuentran.

App también puede interactuar con la fibronectina como otros miembros de la familia
Pasteurellaceae pues cuenta con una proteina llamada ComE1 que le permite unirse a

ella; ademas, puede unirse a una secuencia de la doble cadena de ADN de manera



independiente e inactivar el gen ComE1 como pasa en el serotipo 15 (Gyles et al.,
2010).

Sistemas de captacién de hierro

Dentro del aparato respiratorio, la disposicidbn de hidratos de carbono y de otros
nutrientes, estan restringidos de tal modo que la capacidad para superar la limitacion

nutricional dentro del hospedero puede ser considerado un factor de virulencia.

Casi todas las bacterias requieren hierro para la supervivencia en concentraciones de
~ 10 molar (M), este mineral es necesario para la funcién de las enzimas implicadas
en el metabolismo bacteriano (por ejemplo, generacién de ATP, respiracion, replicacion
y reparacion del ADN). En el huésped, las concentraciones de hierro libre pueden ser
tan bajas como 10™*® M pues casi todo esta vinculado a moléculas como transferrina,
lactoferrina, haptoglobina y hemoglobina. App tiene diferentes sistemas de adquisicién
de hierro y puede utilizar compuestos hemo (incluyendo hemo libre, hemina, hematina y
hemoglobina), asi como la transferrina porcina, ferrocromo y sideroforos bis — catecol
Gyles et al., (2010).

Existe un sistema de proteinas reguladoras en la captacién de hierro (sistema fur). Al
igual que en otras bacterias, dicho sistema interactia con secuencias que estan en la
regiones promotoras que regulan la transcripcién de hierro y también pueden participar

de manera positiva en la regulacion de algunos genes ( Gyles et al., 2010).

La supresion del gen fur tiene un efecto pleiotrépico. Las cepas fur mutantes se
expresan constitutivamente y cuando se unen a proteinas crecen menos que las cepas
de campo; debido a una acumulacion de niveles toxicos de hierro; esto también se
observd en cepas fur mutantes que han sido atenuadas in vivo. Probablemente, se
debe a que la tasa de crecimiento de éstas cepas es mas lenta en comparacion a la
cepa de campo 6 que la eliminacion de las cepas con supresion del gen fur por parte

del hospedero sea mas rapida (Gyles et al., 2010).

El sistema fur se une al receptor de hemoglobina HbgA el cual se encuentra en todos
los serotipos de App. Un trabajo de Pawelek y Coulton (2004), sugieren que hay 2 giros
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en la estructura de HgbA, probablemente estos son los responsables del
reconocimiento y de la unién a la hemoglobina. Aunque las cepas con mutaciones en
HgbA son capaces de infectar a lechones via aerosol, los signos clinicos y las lesiones
son menores que los ocasionados por la cepa de campo Gyles et al., (2010).

Actinobacillus pleuropneumoniae tiene un sistema de represion del hierro que le
ayuda a unirse a la transferrina de cerdo, pero no a la bovina, ovina, aviar, ni a la
transferrina humana. Cuenta con dos proteinas (TbpB y TbpA), ambas forman un canal
transmembranal y el hierro es eliminado de la transferrina por accion de este conjunto a
través de la membrana externa, pues atraviesa el espacio periplasmico en la membrana

citoplasmica para unirse a una tercera proteina denominada TonB (Gyles et al., 2010).

Baltes et al., (2002) reportaron que cepas del serotipo 7 con deleciones en ThpB y
TbpA 6 ambos, no son virulentas si se inoculan en aerosol. Las proteinas de unién a la
transferrina son altamente inmunogénicas y pueden proporcionar una respuesta

protectora para el serotipo especifico Gyles et al., (2010).

También tiene receptores especificos para ferrocromos, los cuales estan sintetizados
por el operon FhuC, a diferencia de los otros sistemas de captacién de hierro, este no
es regulado. La proteina FhuA es un receptor para ferrocromos y se ubica en la
membrana externa; mientras que la proteina FhuD se ubica en el espacio periplasmico,
ésta es la responsable de la translocacién de hidroxamato férrico desde el medio
exterior a la membrana interna; FhuC y FhuB forman un compuesto en la membrana
citoplasmica asociado a un transportador denominado ABC que internaliza el

hidroxamato férrico (Gyles et al., 2010).

Todos los serotipos de App son capaces de obtener productos hemo a través de la

produccion de hemolisinas.



Proteasas
Tienen la capacidad de degradar la colagena porcina, inmunoglobulinas Ay G. Garcia

et al., (2000) menciona que in vivo estas proteasas se secretan al medio en vesiculas
que también tienen exotoxinas; ademas, produce ureasa cuya participacion tiene lugar
a largo plazo mediante la intervencion sobre la respuesta inmune local y actia
sinérgicamente con la citotoxicidad de las toxinas Apx lo que permite mejorar la

persistencia de todos los serotipos al afectar macrofagos alveolares.

Eimbria

Sirve para mediar la adherencia de las bacterias a las células del huésped. Son
estructuras filamentosas que sobresalen de la superficie de la célula bacteriana, se ha
observado que presenta una secuencia de aminoacidos en la regién N-terminal con las
caracteristicas propias de las fimbrias de tipo IV; éstas son multifuncionales por sus
caracteristicas estructurales, pues participan en la competencia natural, adhesion y
transporte de proteinas. Mide 0.5-2 nm de didmetro y 60-450 nm de longitud. Esta
compuesta de subunidades de aminoacidos de 15 a 20 kDa que se exportan desde la
célula bacteriana para ser polimerizados y asi formar una hebra fimbrial. Los 4 genes
gue la codifican (apfA, ApfB, apfC y apfD) son comunes en otros miembros de la familia
Pasteurellaceae; sin embargo; algo caracteristico en App es que en el gen ApfA tiene
alanina en el sitio 1 de escisibn mientras que otras bacterias de la misma familia se
tiene glicina en la misma posicion (Bouke et al., 2010).

Estos apéndices desaparecen con los primeros pases in vitro, estimandose que su
funcion es fundamental para la adherencia de la bacteria al epitelio respiratorio. Van
Overbeke et al., (2002), observaron que la expresion de la fimbria tipo IV unida a una
proteina de membrana externa se relaciona con altos niveles de adhesion manejando
condiciones de crecimiento bajas en NAD para los serotipos 2, 5a, 9 y 10; de los cuales
el 5, 9 y 10 estuvieron desprovistos de fimbria mientras que el serotipo 2 no sufrid
modificacion alguna.

Bouke et al., (2004) observaron que la fimbria no se expreso en los medios de cultivo
estandarizados para el crecimiento de App, pero, cuando las células fueron depositadas

en cultivos de células epiteliales de pulmon de cerdo se adhirieron exitosamente.
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Exotoxinas
Son los factores mas importantes que se relacionan con la severidad de las lesiones.

Son proteinas con actividad téxica que se secretan en el proceso infeccioso, dando
como resultado la lisis de las células epiteliales alveolares, células endoteliales,
eritrocitos, neutréfilos y macrofagos (Chiers et al., 2010). App produce cuatro toxinas
gue pertenecen a la familia formadora de porinas RTX, se conocen como toxinas ApxX.
Las toxinas RTX se encuentran distribuidas entre la familia Pasteurelleceae y
demuestran algun tipo de actividad citotoxica o citolitica (Bossé et al., 2002); por lo
tanto, el patron fenotipico en la expresion de Apx, determina el grado de virulencia entre

los diferentes serotipos.

Apxl es fuertemente hemolitica y citotéxica. Chien et al., (2009) reportan la induccién
a apoptosis de los macrofagos alveolares mediante esta toxina que participa a nivel de
capasa 3. Por lo tanto, se puede decir que los serotipos con Apxl son los mas
virulentos. Apxll débilmente hemolitica y debilmente citotdxica. Apxlll no es hemolitica

pero si fuertemente citotoxica.

La expresion recombinante de ApxIV en E. coli mostré actividad débilmente
hemolitica y sinergismo co-hemolitico con la esfingomielinasa (f toxina) de
Staphylococcus aureus, conocido como efecto CAMP (Bossé et al., 2002), esta toxina
s6lo es producida in vivo y es altamente inmunogénica; por lo que se podria inferir que
es capaz de desencadenar niveles de anticuerpos vacunales que confieren alto grado

de proteccion contra una cepa de campo de cualquier serotipo.

Comparada con Apxl, Il 'y Ill, ApxIV es Unica en las siguientes caracteristicas: a) es
producida por todos los serotipos de App, b) se expresa solamente in vivo (Liu et al.,

2009) y c) es altamente especifica de Actinobacillus pleuropneumoniae.

En general, las toxinas RTX son codificadas por operones policistronicos de 4 genes
arreglados en el orden CABD, donde A codifica la pretoxina funcional, C codifica una
proteina involucrada en la actividad post- traduccional de la pretoxina B y D, codifican
las proteinas asociadas a membranas para efectos de secrecion especifica tipo | las

cuales ubican activamente las toxinas Apx en el medio exterior. Los operones Apx son
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estables en cepas de un serotipo dado, por lo que pueden ser correlacionados con
aislamientos bacterianos segun su produccion toxigénica. Apxl y Apxlll son
determinadas genéticamente por los operones apxICABD y apxllICABD;
respectivamente, mientras que Apxll es determinada por ApxCA careciendo de By D

para su secrecion. En tanto que ApxIV, es determinada por un solo gen apxIVA.

Biofilm

La colonizacién de los tejidos in vivo por parte de las bacterias esta mediada por la
formacion de biofilm; estos son colonias asociadas a una superficie ya sea abidtica o
bidtica que estan en el interior de una sustancia polimérica extracelular que permite que
a las colonias agregarse a la superficie. La produccion de biofilm se ha descrito en
todos los serotipos y por lo tanto juega un papel importante en la colonizacién. En un
estudio publicado por Izano et al., (2007) demostraron que la poli-N-acetilglucosamina
es la principal adhesina en el biofilm de App. Buettner et al., (2008) en condiciones in
vitro regularon los genes implicados en la formacion del biofilm, limitando una estricta
respuesta a la expresion génica mediante la privacion de un nutriente (maltosa) y
observd que una cepa desprovista de esos genes era menos virulenta, por lo tanto la
formacion de biofim fue pobre. Esta regulacion también se observé después del
contacto de App con cultivos celulares de epitelio pulmonar de cerdo. La formacion de
éstos puede aumentar la resistencia al sistema inmune del huésped, pues interfiere con
la actividad fagocitica de los macréfagos a fin de impedir que los anticuerpos alcancen
la superficie de las células bacterianas y por lo tanto, la disminucién de la sensibilidad

de estas células a la muerte por leucocitos polimorfonucleares.

Epidemiologia

Los portadores sanos o cronicos representan la principal fuente de infeccion de
cerdos susceptibles. El contacto directo nariz con nariz constituye el modo mas
importante de transmisién de la infeccién, aunque el polvo, gotas espiratorias y
aerosoles son vehiculos como lo reporta Torremorel en 2004, donde se demostré que la
transmision aérea era posible a un metro de distancia. Sin embargo, Kristensen en

2009, no fue capaz de demostrar la transmision a esa distancia cuando menos del 10 %
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del aire era transferido de un area contaminada a un area libre del patdgeno, simulando
lo que normalmente ocurre bajo condiciones naturales (Gyles et al., 2010). La
concentracién bacteriana para provocar la enfermedad es de 108 unidades formadoras
de colonia (UFC) (Morilla, 2005).

Para la transmisidén entre granjas, el organismo necesita permanecer en un estado
hamedo, seco o sobre una superficie inanimada, esto fue reportado por Assavacheep et
al., (2012) donde se observo la sobrevivencia de App bajo condiciones controladas de
laboratorio empleando un medio acuoso enriquecido con solucion de cloruro de sodio y
mucina; el resultado fue la sobrevivencia a temperaturas de refrigeracion. En
condiciones secas y/o humedas App se mantuvo viable hasta 4 dias después y bajo
condiciones de congelacion sobrevivio mas de 17 semanas.

En la mayoria de los hatos con grandes poblaciones, predomina un solo serotipo,
aunque se han demostrado diferentes serotipos en la misma granja (Chiers et al.,
2010).

En México, los serotipos la, 3, 5a, 5b y 7 son los que mas se han reportado, en el
primer caso se asocia con casos agudos de la enfermedad y los serotipos del biotipo I
no han sido reportados (Serrano et al., 2008). Sin embargo, Santiago et., al en 2013
reporta el aislamiento y la identificacion del biotipo II empleando pruebas bioquimicas
basicas y de rutina para el diagnéstico.

Se considera, que la baja tasa de aislamiento del biotipo II se asocia a una
subestimacion por parte de los laboratorios que no estan familiarizados con este grupo,
debido a que in vitro presenta un crecimiento NAD independiente. El aislamiento del
serotipo 14 del biotipo II s6lo se ha reportado en Dinamarca. Maldonado et al., (2009)
reportaron que en Espafia el serotipo 14 estaba implicado en brotes de PCP; asi como
los serotipos 2, 4, 7, 11 y 13, esto sugiere que el biotipo II puede tener potencial debido
al constante movimiento de cerdos. Sin embargo, algunas cepas de los serotipos 2, 4,
7, 9 y 11 pueden pertenecer al fenotipo del biotipo II y recientemente en América del

Norte el serotipo 13 tuvo comportamiento del biotipo I (Ito, 2015).

A pesar de que la PCP resulta el efecto patolégico mas conocido de App, no se
descarta totalmente su posible implicacion como factor etiolégico en otros trastornos
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como la otitits. Ohba et al. (2008) reportaron la presencia de esta bacteria en otros
organos no pertenecientes al sistema respiratorio porcino, como encéfalo, rifidn,
corazoén y tejido 6seo.

Por lo que respecta a la especificidad de hospedarse, es practicamente total para la

especie porcina.

Patogenia

La infeccion se puede presentar por aerosoles o por contacto directo. Estudios
experimentales han comprobado que el microorganismo puede colonizar tonsilas y
adherirse al epitelio alveolar. Cuando los animales estan inmunosuprimidos este agente
puede llegar a pulmoén, donde es fagocitado o adherido a macrofagos alveolares. Las
hemolisinas dafian a los eritrocitos para obtener hierro desde el grupo hem, mientras
que las citotoxinas dafian macrofagos y neutréfilos Aunque para el epitelio alveolar
todos los serotipos son patogenos, la toxina Apxlll es en particular activa contra
macrofagos alveolares pulmonares y macrofagos intravasculares pulmonares. La
infeccion se acomparfa de la produccion de citocinas como IL-1la y B, IL-6 e IL-8
ademas del Factor de Necrosis Tumoral (FNT). Esto genera la produccion de radicales
libres que son los responsables del dafio en el parénquima pulmonar. Ademas las
toxinas Apx activan a la cascada de la coagulacion, con la posterior activaciéon de las
plaguetas y la formacion de microtrombos. Con frecuencia se observan diferencias en la
virulencia en los distintos serotipos 0 aun en un solo serotipo. Asi que de este modo se
generan los procesos de vasculitis, trombosis, edema, necrosis y hemorragias

caracteristicas sobre la superficie pulmonar.

Las lesiones pulmonares resultantes de los cambios toxicos pueden verse desde las 3
horas posteriores a la infeccion experimental y se vuelven cada vez mas evidentes. La
pared alveolar se vuelve edematosa y hay desarrollo de congestion capilar. Los vasos
linfaticos se dilatan produciendo edema, acumulacion de fibrina y de células
inflamatorias. Se pueden ver micro colonias del agente en el alveolo infectado y puede
producirse bacteremia. Los bordes de las lesiones pueden delimitarse por macréfagos

muertos y dafiados o detritus celulares a los 4 dias post-infeccién. En los bronquios
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esta presente un exudado purulento que contiene microorganismos. Con el tiempo la
lesion se vuelve necrética y se produce una reparacion por fibrosis que puede durar

entre 12 y 14 semanas.

Otro componente de la bacteria en la patogenia es la capsula, que la protege de los
anticuerpos, el complemento y la fagocitosis mediada por los PMNs. A su vez las
adhesinas permiten la fijacion de App al epitelio de las criptas tonsilares, de la traquea y
de los alvéolos, ademas de producir proteinas captadoras de hierro cuando éste se
encuentra en baja concentracion en el medio, situacion que ocurre normalmente in vivo.
A su vez, tanto el LPS como las proteinas de la membrana externa son capaces de
captar la hemoglobina liberada por los eritrocitos destruidos. Otro de los factores
relacionados con la patogenicidad son los genes del metabolismo anaerdbico. Se
generaron deleciones del gen que codifica para la dimetil sulfoxido reductasa de App,
enzima esencial para que la bacteria se desarrolle en ambientes anaerdbicos
generando una disminucion en los procesos agudos, al disminuir la capacidad de

colonizacion (Baltes et al., 2003).

Si a todos los componentes involucrados en la virulencia y patogénesis se le suma la
respuesta inmune de los cerdos que rechazan el establecimiento de la bacteria, se tiene
como resultado una enfermedad que puede ir de sobreaguda a cronica. Caracterizada
por una neumonia fibrino-hemorragica necrotizante con trombosis vascular y una
pleuritis fibrinosa (Chiers et al., 2010. Ruiz et al., 2011).

La infeccion experimental o natural estimula una respuesta inmune y pueden
detectarse anticuerpos circulantes, dentro de los 10 a 14 dias post-infeccién, que
alcanzan un nivel maximo dentro de las 4 a 6 semanas posterior a ella (Morilla, 2005.
Straw et al., 2002).

Inmunologia
En animales sanos los macrofagos (alveolares, intersticiales e intravasculares) son
los fagocitos predominantes del tracto respiratorio inferior; mientras que el nimero de

polimorfonucleares es pequefio y aumenta rapidamente después de la infeccion.
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Los macrofagos alveolares (AMs) estan estratégicamente situados en la
superficie de los alvéolos y por lo tanto, son las primeras células de defensa. Los
macrofagos pulmonares intravasculares (IMs) se adhieren a las células endoteliales de
los vasos sanguineos y son rapidamente recluidos a las areas de inflamacion o de
necrosis en pulmones de cerdos infectados con App. Estos dos tipos de macréfagos
tienen diferentes funciones, los IMs tienen predominantemente una funcién citolitica,

mientras que los AMs son fagociticos.

Actinobacillus pleuropneumoniae tiene accién proteolitica sobre inmunoglobulinas
cuya accion interfiere en la opsonizacion y fagocitosis. Negrete et al., (2000) observaron
que a partir de sobrenadantes de cultivo de App hubo actividad proteolitica sobre IgA,

pero no sobre 1gG.

La fagocitosis constituye el mejor mecanismo de defensa frente a la colonizacion
bacteriana, sin embargo, ciertos componentes de App interfieren con este proceso. Las
hemolisinas son citotdxicas para macrofagos y neutrofilos, la capsula tiene propiedades
antifagociticas ademas que los anticuerpos producidos son altamente especificos de

serotipo.

Diagndstico

Se puede realizar mediante diversas metodologias. El diagndstico clinico
anatomopatologico, por observacion de signos y lesiones tipicas, se utiliza en casos
agudos, subagudos o cronicos de la enfermedad, pero no es posible emplearlo para la
deteccion de infecciones subclinicas, el diagnéstico bacterioldgico complementa al
anterior, constituyendo un diagndstico de certeza que no discrimina, a menos que se
utilicen técnicas moleculares se puede identificar al serotipo causante de la
enfermedad. El diagndstico serolégico es de utilidad para determinar presencia o
ausencia de infeccion, pero no es eficiente para realizar diagnoéstico etiolégico en brotes
agudos en granjas que por primera vez son infectadas. Asi que se deben de tomar en

cuenta las necesidades y situacion epidemiologica del problema.
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Actinobacillus pleuropneumoniae tiene gran complejidad debido a la existencia de
varios serotipos. De tal modo que en una misma granja pueden coexistir varios
serotipos y otras bacterias relacionadas, asi que el diagndstico serolégico contempla

tres muestras seroldgicas:

a. Especificas para serotipo o serogrupo. Usa como antigeno el LPS altamente
purificado que puede identificar serotipos (como 2, 5, 10, 12 y 14) 6 serogrupos
(como 1, 9, 11; 3, 6, 8; 4, 7 y 15). Normalmente para reducir los costos, se
estudian los serotipos mas importantes causantes de los signos clinicos en el
pais. La prueba de fijacion del complemento (no esta disponible comercialmente)
se usa muy poco en los laboratorios y presenta alta especificidad pero muy baja
sensibilidad, ademas, es exigida por algunos paises (Rusia y China) como
prueba de referencia para la importacion de animales, la desventaja gie presenta
es su dificultad de estandarizar.

b. Deteccion de todos los serotipos. Se basa en la deteccién de ApxIV pues ésta
toxina estd presente en todos los serotipos. Se utiliza principalmente para el
monitoreo de granjas con un alto nivel de salud. Al utilizar esta prueba pueden
arrojarse resultados positivos ya que la mayoria de las granjas estan infectadas
subclinicamente con serotipos de una virulencia relativamente baja. Estos
resultados positivos deben ser confirmados con serotipos/serogrupos especificos
en las pruebas de ELISA para determinar cuales son los serotipos virulentos que
estan presentes o no en la granja analizada. Esta prueba detecta anticuerpos
producidos contra un antigeno solamente in vivo. Esto significa que los
anticuerpos detectados con esta prueba no estdn asociados a una vacuna, a
menos gque sea una vacuna atenuada.

c. Las que diferencian una mezcla de serotipos basados en algunos antigenos
comunes. Utilizan como antigenos las toxinas Apxl y Apxll, asi que los serotipos
que producen éstas pueden ser detectados; la existencia de falsos positivos
debe de tenerse en cuenta, ya que otras especies bacterianas también son

capaces de producirlas.
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Los cerdos que presenten resultados seroldgicos positivos seran candidatos para
hacer otro tipo de pruebas, como, deteccién del antigeno: aislamiento bacteriano y
deteccion del ADN. Las tonsilas son las mejores muestras para ser analizadas, ya que
App invade las criptas de éste érgano. Hay pruebas que se han desarrollado basadas
en la utilizacién de bolitas inmunomagnéticas y que tienen una alta sensibilidad pero
tienen la desventaja de ser caras. Si una colonia aparentemente de App se aisla de
tonsila o de pulmoén, ésta debe de ser confirmada por PCR especifico para App, ya que
hay agentes similares que por medio de pruebas bioquimicas tradicionales pueden dar

resultados falsos positivos.

La deteccion de ADN por PCR es usada frecuentemente; sin embargo, esta requiere
la validacion, algunas son capaces de detectar todos los serotipos de App. Se han
desarrollado pruebas de PCR para serotipos especificos, pero aun no son validadas en
la practica. La deteccion por PCR se ha realizado directamente de las muestras o
después del cultivo de éstas, donde la sensibilidad y la especificidad ha sido variable
(Gottschalk M. 2012)
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Justificacion

Es prioritario desarrollar pruebas de diagndstico eficientes para la identificacion del
biotipo II de Actinobacillus pleuropneumoniae, aunque se ha reportado la presencia de
ambos, en algunos paises el biotipo II ha sido considerado mas patégeno que el
biotipo 1. Ademas de que las pruebas rutinarias para el diagndstico del biotipo II no son

sensibles ni especificas para biotipificarla y serotipificarla.
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Hipotesis
Es posible localizar el biotipo II de Actinobacillus pleuropneumoniae en algunos estados
de la Republica Mexicana con la utilizacidon de pruebas mas sensibles y especificas

como la prueba de Reaccién en Cadena de la Polimerasa (PCR).
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Objetivos

Objetivo general
Identificar la circulacion del Biotipo II de Actinobacillus pleuropneumoniae en algunos

estados de la Republica Mexicana mediante la prueba de PCR.

Objetivos especificos
Estandarizacion de la prueba de PCR para la identificacion del Biotipo 11 de App.

Localizar geograficamente los Estados de la Republica Mexicana donde circula el

biotipo II.

Identificar que serotipo del biotipo II es el de mayor prevalencia.
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Material y Métodos

Se llevo a cabo un muestreo transversal por disponibilidad en el rastro frigorifico La
Paz S.A. de C.V. ubicado en el Km. 21.5 de la carretera federal libre México-Puebla en
el municipio de Los Reyes, La Paz en el Estado de México. Se colectaron un total de 69
muestras (tracto respiratorio) provenientes de 3 estados de la Republica Mexicana:
Jalisco (24), Puebla (21) y Estado de México (24).

El criterio para la seleccion de las muestras, fue la presencia de lesiones neumonicas
necroticas, fibrinohemorragicas y pleuritis fibrinosa, presentes en cualquier I6bulo
pulmonar. Se realizo la extraccién del ADN por medio de un kit comercial, para después
someterse a PCR con oligonucledtidos especificos del gen de la proteina de membrana
externa OmIA de Actinobacillus pleuropneumoniae del serotipo 13y 14.

Los analisis fueron realizados en el laboratorio de Investigacion del Departamento de
Medicina y Zootecnia de Cerdos en la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia asi
como en el Instituto de Fisiologia Celular de la Universidad Nacional Autbnoma de

México.

Cepas bacterianas
Se emplearon 2 cepas de referencia representativas del serotipo 13 (N273) y 14

(3906) proporcionadas por el Centro de Investigacién y de Estudios Avanzados del
Instituto Politécnico Nacional, ademas, de las 69 muestras disponibles para la deteccion

del biotipo II.

Aislamiento bacteriano e identificacidon bacteriana
Las muestras colectadas se sembraron mediante la técnica de estria cruzada, bajo

condiciones de esterilidad en agar gelosa sangre con y sin estria nodriza de
Staphylococcus aureus, durante 24 hrs., a una temperatura de incubacién de 37° Cy de
5-10 % de CO, Aquellas colonias con crecimiento NAD independiente, brillantes,
convexas, de 1 mm de diametro y Gram positivas se pasaron a agar PPLO
(Mycoplasma agar), se realizaron una serie de pruebas bioquimicas verificadas con los
resultados esperados para App. Se cosecharon 5 colonias en 1 mL de caldo BHI (brain

21



heart infusion) y se incubaron durante 12 hrs. para obtener un cultivo saturado de
bacterias, mismo que se mantuvo en congelacion hasta la extracciéon de ADN; de igual
modo se tomaron porciones de estas mismas muestras para una PCR directa de

organo.

Extraccion de ADN

Extraccién de ADN a partir de cultivo bacteriano

Se realiz6 como lo indica el Mini Kit QlAamp DNA de Qiagen®. El saturado de
bacterias se centrifugé a 7 500 g por 5 minutos. Se agregaron a la pastilla 180 pL de
buffer ATL y 20 uL de proteinasa K, fueron mezclados mediante agitacion y se mantuvo
a 56°C por 3 hrs. en incubadora seca. Se afiadieron 200 pL de buffer AL y se mezclaron
con vortex por 15 seg. se incubo a 70°C durante 10 min. Se adicionaron 200 pL de
etanol al 100% y se mezclaron con agitador Voértex Genie 2 Scientific Industries® por
15 seq., el contenido se transfirié a una columna y se centrifugd a 8 000 rpm durante 1
min; el contenido fue desechado. La columna se cambié a un tubo limpio y se
adicionaron 500 pL de buffer AW1, se centrifugé a 8 000 rpm por 1 min y el contenido
fue desechado una vez mas. Se cambio la columna otra vez a un tubo limpio y se
afladieron 500 pL de buffer AW2 y se centrifugé a 14 000 rpm durante 3 min (este
altimo paso se repiti6 dos veces). La columna se cambio a un tubo limpio y se
adicionaron 200 L de buffer AE y se incub6 a temperatura ambiente durante 1 min, se
centrifugo 1 minuto a 8000 rpm. Este paso se repitié 1 vez mas y se obtuvo un volumen
final de 400 pL.

Extraccion de ADN a partir de 6érgano

De las muestras de pulmén se pesaron 25 mg. mismos que sSe maceraron con
nitrégeno liquido. Se siguieron las indicaciones de los protocolos para la extraccion de
DNA a partir de tejido como lo sefiala el Mini Kit QlAamp DNA® y QlAamp® cador®
pathogen de Qiagen®, al final del procedimiento se obtuvieron 400 L mismos que se

emplearon para la técnica de PCR.

22



Cuantificacion de ADN

Se cuantifico el ADN con la ayuda de un kit comercial Qubit dsSDNA HS assay kit® y

se siguieron las instrucciones segun el protocolo indicado, esto con la finalidad de

conocer la cantidad de ADN presente en la extraccion para el posterior desarrollo del

PCR.

Disefio de oligonucleotidos

Se disefiaron 2 pares de oligonucledtidos con la ayuda del programa Primer® que

corresponden al gen OmIA de la proteina de membrana externa de Actinobacillus

pleuropneumoniae tanto del serotipo 13 como del 14. Las secuencias seleccionadas se

analizaron mediante Clone manager® y MEGA 7® para determinar la especificidad de

los primers; ya verificada ésta se mandaron a sintetizar.

Serotipo 13
Forward. AGAGGTAAGATGCTATATGG iniciando en

terminando en la posicién 829.
Reverse. CCATCCTTATCAACTACAAC iniciando en
terminando en la posicion 1009.

Con un amplicén esperado de 523 pb.

Serotipo 14
Forward. CCATTACAGTCGCATTAGAT iniciando en

terminando en la posicién 579.

Reverse. GAAGTTAGCGTCAGGAGTTA iniciando en

terminando en la posicién 1083.

Con un amplicén esperado de 161 pb.
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Procesamiento de las muestras para PCR
La técnica de PCR se estandarizé con reactivos de Biotecmol® empleando los

siguientes; en volumen total de 20 ul, quedando de la siguiente manera:

1. AQuaDEPC .........cccvviviene, 12.4 ul
2. Oligonucleotidos (F+R)............2 ul

3. DNTPS...iiii e 0.4ul
4, BUffer.......coooviiiiiii e, 2 ul
5. Magnesio..........cceovviieiiinnannn. 1ul
6. Tag polimerasa.....................0.2 ul
7. Muestra (extraccion de ADN)...... 2 ul

La reaccion se realizé en un termociclador Labnet® con los siguientes paradmetros:

Fase Temperatura Tiempo
Desnaturalizacion 94°C 5 minutos
inicial
Desnaturalizacion 94°C 30 segundos,
30 ciclos
Alineacion Serotipo 13: 56 °C 1 minuto,
Serotipo 14: 32.5 °C 30 ciclos
Extension 72°C 30 segundos,
30 ciclos
Extension final 72°C 5 minutos

Una vez obtenido el producto de PCR, de cada reaccion se colectaron 5 uL con 2 uL
de buffer de carga 6X DNA loading, de Thermo Scientific® para ser analizados por

electroforesis, con un gel de agarosa al 3% con amortiguador TAE 1X; se corrié a 90
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volts en camara horizontal de electroforesis durante 50 minutos. Posteriormente se tifid
con red gel y se visualizé en un transiluminador UV de Kodak identificando los

amplicones generados con ayuda del marcador de peso molecular ADN pBR322/ Msp
I®.
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Resultados

Durante la estandarizacion de la técnica de PCR fueron identificadas diferentes
temperaturas de alineacién para ambos serotipos, generandose amplicones de tamafio
aproximado al esperado. Para verificar que los resultados obtenidos fueran correctos;

los productos de PCR fueron mandados a secuenciar.

Secuenciacion de las cepas de referencia
Los resultados de secuenciacion emitidos por el Instituto de Fisiologia Celular para la

cepa (N273) del serotipo 13 corresponden a Mannheimia phage (Figura 1-3).

Figura 1. Resultados de la secuenciacion de la cepa de referencia del serotipo 13
(N273) analizados con MEGA.

El cromatograma muestra las bases identificadas por diferentes fluorocromos que

indican la secuencia de nucleétidos.
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Figura 2. Resultados gréaficos del andlisis BLAST para la secuenciacidon de la cepa de

referencia del serotipo 13 (N273).

Figura 3. Descripcion de las alineaciones producidas como resultado a la secuencia de
la cepa de referencia del serotipo 13 (N273).
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Respecto a la cepa 14 (3906) los resultados corresponden a Acinetobacter schindleri,

como lo muestran las Figuras 4-6.

Figura 4. Resultados de la secuenciacion de la cepa de referencia del serotipo 14
(3906) analizados con MEGA.

Figura 5. Resultados graficos del andlisis BLAST para la secuenciacion de la cepa de

referencia del serotipo 14 (3906).
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Figura 6. Descripcion de las alineaciones producidas como resultado a la secuencia de
la cepa de referencia del serotipo 14 (3906).

Durante la metodologia de aislamiento bacteriano y PCR la muestra 1 de Jalisco
tenia caracteristicas fenotipicas y genotipicas sugerentes del biotipo II, asi que también
fue secuenciada. Los resultados coinciden con serotipos del biotipo | (3,4, 6,8y 7)y
con el serotipo 13 del biotipo II; sin embargo fenotipicamente esta cepa mostré ser NAD

independiente asi que sirvio como control positivo (Figuras 7-9).

Figura 7. Resultados de la secuenciacion de la cepa de referencia del serotipo 13
(Jaliscol) analizados con MEGA.

29



Figura 8. Resultados graficos del analisis BLAST para la muestras 1 de Jalisco.

Figura 9. Descripcion de las alineaciones producidas como resultado a la secuencia de

la muestra 1 de Jalisco.
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Se realizé el PCR empleando ADN gendmico, previamente purificado de cada cepa

de referencia.

En este estudio se logré detectar e identificar el serotipo 13 del biotipo II de
Actinobacillus pleuropneumoniae mediante la técnica de PCR, no por esto se deben de
descartar los métodos tradicionales de diagnéstico, se deben realizar de forma

conjunta.

Estado de México
De los 24 pulmones obtenidos; sélo 11 fueron positivos a identificacion bacteriana

(identificados como Edo. de Méx. 1-11); de éstos se realizé la extraccion de ADN del
cultivo bacteriano, solamente nueve muestras fueron positivas a PCR (2-10) y dos
negativas (1 y 11) como lo resume el cuadro 1 y en la Figura 10 y 11.

Cuadro 1. Tabla de 2x2 que presenta la frecuencia de muestras positivas y negativas
para la prueba de aislamiento bacteriano y de PCR a partir del ADN de cultivo

bacteriano del Estado de México (1-11).

ADN de cultivo bacteriano

Aislamiento bacteriano

+ )
+ 9 0 9

PCR . 0 .
11 0 11
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Figura 10. Gel de agarosa al 3%. Muestra 1-6 del Estado de México.

E-  EMIL EMI1 EMZC ENMLID ENISL - EMSI

EMAC EMAT EMSC EMSET EMEGC HAGT

M: marcador de peso molecular, C+: control positivo, C-: control negativo, EM: Estado de México, C: ADN
de cultivo bacteriano, T: ADN de tejido pulmonar.
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Figura 11. Gel de agarosa al 3%. Muestra 7-11 del Estado de México.

M C+ ¢ EM7CEMTT EMBC EMET EM9C EMST

C- EM10C EMIOT EMI11C EMIIT

M: marcador de peso molecular, C+: control positivo, C-: control negativo, EM: Estado de México, C: ADN
de cultivo bacteriano, T: ADN de tejido pulmonar.

33



En el Cuadro 2 y Figura 12 y 13, se detalla el resultado de los 13 pulmones negativos
(Edo. de Méx. 12-24) a identificacion bacteriana, asi, que solo se realizd la extraccion
de ADN de tejido pulmonar para realizar PCR. Once muestras fueron positivas a PCR
(12-15, 17, 18, 20-24); mientras que dos fueron negativas a la misma prueba (16,19).

Cuadro 2. Tabla de 2x2 que presenta la frecuencia de muestras positivas y negativas
para la prueba de aislamiento bacteriano y de PCR a partir del ADN de tejido pulmonar
del Estado de México (1-24).

ADN de tejido pulmonar

Aislamiento bacteriano

+ -
+ 10 11 21
PCR i 1 5 3
11 13 24

Figura 12. Gel de agarosa al 3%. Muestra 12-18 del Estado de México.

FIA13T FAAT FIRT 14T FMIST FITAT FRITFT FMIR

M: marcador de peso molecular, C+: control positivo, C-: control negativo, EM: Estado de México, T: ADN
de tejido pulmonar.
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Figura 13. Gel de agarosa al 3%. Muestra 19-24 del Estado de México.

EMIST EM20T EMZ1T EM22T EM23T EM24

M: marcador de peso molecular, C+: control positivo, C-: control negativo, EM: Estado de México, T: ADN
de tejido pulmonar.

De los 24 pulmones, el 88% fue positivo a la presencia del serotipo 13; de éstas, soélo
9 muestras fueron positivas a aislamiento bacteriano y a PCR, mientras que 11 sélo

fueron positivas con PCR.
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Jalisco
De los 24 pulmones obtenidos, solo 5 fueron positivos a identificacion bacteriana

(identificados como Jaliscol-5); de éstos se realizd la extraccion de ADN del cultivo
bacteriano; las 5 muestras fueron positivas a PCR (1-5) como lo ejemplifica el Cuadro 3.
Igualmente, se realiz6 la extraccion de ADN de pulmon y todos fueron positivos a PCR
(Figura 14 y 15).

Cuadro 3. Tabla de 2x2 que presenta la frecuencia de muestras positivas y negativas
para la prueba de aislamiento bacteriano y de PCR a partir de ADN de cultivo

bacteriano del estado de Jalisco (Jalisco 1-5).

ADN de cultivo bacteriano

Aislamiento bacteriano

+ i
+ 5 0 5

PCR 0 0 0
5 0 5
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Figura 14. Gel de agarosa al 3%. Muestra 1-5 de Jalisco.

M: marcador de peso molecular, C+: control positivo, C-: control negativo, J: Jalisco, C: ADN de cultivo
bacteriano, T: ADN de tejido pulmonar.

Figura 15. Gel de agarosa al 3%. Muestra 4 y 5 de Jalisco.

M: marcador de peso molecular, C+: control positivo, C-: control negativo, J: Jalisco, C: ADN de cultivo
bacteriano, T: ADN de tejido pulmonar.
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De los 19 pulmones negativos (Jalisco 6-24) a la identificacion bacteriana, se realizé
la extraccién de ADN de pulmén, 14 fueron positivos con PCR (8-11, 14-20, 22-24) y 5
negativos (6, 7, 12,13y 21) como lo detalla el Cuadro 4 y las Figuras 16-18.

Cuadro 4. Tabla de 2x2 que presenta la frecuencia de muestras positivas y negativas
para la prueba de aislamiento bacteriano y de PCR a partir del ADN de tejido pulmonar

del estado de Jalisco (Jalisco 1-24).

ADN de tejido pulmonar

Aislamiento bacteriano

+ i}
+ 5 14 19

PCR 0 c c
5 19 24

Figura 16. Gel de agarosa al 3%. Muestra 6-12 de Jalisco.

M: marcador de peso molecular, C+: control positivo, C-: control negativo, J: Jalisco, T: ADN de tejido

pulmonar.
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Figura 17. Gel de agarosa al 3%. Muestra 13-19 de Jalisco.

C+ C- 1137 J14T 5T 1167 1177 J1I8T 1197

M: marcador de peso molecular, C+: control positivo, C-: control negativo, J: Jalisco, T: ADN de tejido
pulmonar.

Figura 18. Gel de agarosa al 3%. Muestra 20-24 de Jalisco.

12207 AT 12T 1231 122

M: marcador de peso molecular, C+: control positivo, C-: control negativo, J: Jalisco, T: ADN de tejido

pulmonar.
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De los 24 pulmones, el 79% fue positivo a la presencia del serotipo 13; de éstas,
sblo 5 muestras fueron positivas a aislamiento bacteriano y a PCR, mientras que solo

14 fueron positivas con PCR.
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Puebla
De los 21 pulmones obtenidos, la identificacion bacteriana fue posible sélo en 3

(Puebla 1-3); de éstos se realizd la extraccion de DNA del cultivo bacteriano y las 3
muestras fueron positivas a PCR. Respecto a la extraccion de ADN de tejido pulmonar,
2 fueron positivos a PCR (1 y 2) y 1 negativo (3), como lo muestra el Cuadro 5y la

Figura 19.

Cuadro 5. Tabla de 2x2 que presenta la frecuencia de muestras positivas y negativas
para la prueba de aislamiento bacteriano y de PCR a partir de ADN de cultivo

bacteriano del estado de Puebla (Puebla 1-3).

ADN de cultivo bacteriano

Aislamiento bacteriano

+ -
+ 3 0 3
PCR 0 0 0
3 0 3
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Figura 19. Gel de agarosa al 3%. Muestra 1-3 de Puebla.

M: marcador de peso molecular, C+: control positivo, C-: control negativo, P: Puebla, C: ADN de cultivo
bacteriano, T: ADN de tejido pulmonar.

De los 18 pulmones negativos a identificacién bacteriana (Puebla 4-18), se realiz6 la
extraccion de ADN de pulmoén y 12 fueron positivos con PCR (8, 11-21); mientras que
seis fueron negativos a ésta técnica (4 - 7, 9 y 10); como lo manifiesta el Cuadro 6 y las
Figuras 20 y 21.

Cuadro 6. Tabla de 2x2 que presenta la frecuencia de muestras positivas y negativas
para la prueba de aislamiento bacteriano y de PCR a partir del ADN de tejido pulmonar
del estado de Puebla (Puebla 1-21).

ADN de tejido pulmonar

Aislamiento bacteriano

+ ]
+ 2 12 14

PCR 1 5 s
3 18 21
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Figura 20. Gel de agarosa al 3%. Muestra 4-17 de Puebla.

C+ C- PAT P5T Polh PIT PET POz PlO7

C- PI11T P12T PI13T P14T P15T P16l P17T

M: marcador de peso molecular, C+: control positivo, C-: control negativo, P: Puebla, T: ADN de tejido

pulmonar.
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Figura 21. Gel de agarosa al 3%. Muestra 18-21 de Puebla con ADN de tejido

pulmonar (T).

M C+ C- P18T P19T P2O0T PAAT

M: marcador de peso molecular, C+: control positivo, C-: control negativo, P: Puebla, T: ADN de tejido
pulmonar.

De los 21 pulmones, el 66% fue positivo a la presencia del serotipo 13; de éstas, sélo
2 muestras fueron positivas a aislamiento bacteriano y a PCR, mientras que s6lo 12

fueron positivas con PCR.

Se realizd6 la prueba estadistica de Kappa para comparar los resultados del
aislamiento bacteriano y del PCR obteniendo resultados de 0-0.20, una fuerza de
concordancia de escasa a leve, esto muestra que no hay concordancia entre ambas

pruebas.

Al no obtener control positivo del serotipo 14 y con la nula veracidad de la cepa de
referencia, no fue posible identificar su presencia en los estados muestreados.
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Discusion

La especificidad del aislamiento bacteriano es esencial para su uso en el area
diagnostica. Los resultados obtenidos del PCR son satisfactorios para la identificacion
del serotipo 13 como lo exponen los Cuadros 1-6, pues con el aislamiento bacteriano se

excluye a otros organismos respiratorios.

En 1989 Lugo et al.,, observaron 32 pulmones con lesiones pleuroneumonicas,
caracterizadas por neumonia hemorragica necrotizante y con el uso de criterios
bioguimicos fue posible identificar solamente 5 pulmones positivos al biotipo II. En
2013 Santiago et al., reportaron 1 pulmén proveniente del estado de Jalisco con
neumonia fibrino hemorragica y pleuritis difusa, empleando pruebas bioquimicas se

confirmd el aislamiento e identificacion del biotipo I de App.

Los métodos clasicos de biotipificacion, ya son reemplazados por la deteccion de
patrones moleculares encaminados a la identificacion de una regién del microorganismo

en particular.

Las cepas clasificadas como biotipo II, que en ocasiones se reportan como App
atipicas no pueden ser aisladas en animales portadores empleando procedimientos que
han sido estandarizados para la deteccion de cepas tipicas del biotipo I, de hecho las
cepas tipicas del biotipo II no presentan el patron tipico de crecimiento observado en el
biotipo I. algunas cepas de los serotipos 2, 4, 7 y 9 pueden clasificarse como atipicas

del biotipo II, esto se observa principalmente en Europa (Gottschalk et al., 2012).

El biotipo II se encuentra principalmente en Europa, aunque en América del Norte se
han aislado tres cepas (datos no publicados). En ocasiones, estas cepas no pueden ser
identificadas en los portadores mediante aislamiento bacteriano, pues no hay técnicas
estandarizadas para su identificacion.

Muchas cepas de App son clonales, como consecuencia no se pueden diferenciar;
pues aunque son genéticamente idénticas, no significa que son 100% la misma cepa.
En 2012, Perry et al., observaron que una cepa americana del serotipo 13 presentaba
reaccion cruzada con el serotipo 10; mientras tanto la cepa europea del serotipo 13 no
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presentd este comportamiento asi que se asocié a modificaciones en la acetilacién en

los polisacéaridos capsulares.

Las dificultades en el aislamiento confieren a las técnicas moleculares cierto
protagonismo como la identificacion de cepas con escasa descripcion, baja frecuencia
de aislamiento o fenotipicamente atipicas. En el proceso de la sintesis proteica es
probable que las bacterias pierdan o adquieran factores de virulencia, la alta homologia
genética en determinados géneros O en un reciente cambio en la clasificacion
taxondmica. En 2016, Bossé et al., lograron secuenciar el genoma de la cepa a-85114 y
se identificd un locus diferente en la capsula de App, razén por la cual se designé un
nuevo serotipo, el serotipo 16; lo anterior esta relacionado con discrepancias entre el

fenotipo y el genotipo.

Un estudio realizado por Gottschalk (datos no publicados) demostré que animales
infectados experimentalmente con el serotipo 2 de cepas francesas, manifestaron
signos clinicos pocas horas post inoculacion y alta mortalidad; mientras que animales
infectados con cepas canadienses del mismo serotipo no presentaron ningun signo
clinico. Asi que este es un ejemplo de la diferencia entre dos grupos de cepas del
serotipo 2; pues las cepas europeas producen las toxinas Apxll y ApxlIll; mientras que
las cepas de Norteamérica producen solamente Apxll; esto se asocia a coinfecciones

por cualquier agente del sindrome respiratorio porcino.

La ausente o baja correlacion entre la identificacion genotipica y fenotipica sucede
con genotipos idénticos o similares y diferentes fenotipos. En otras situaciones, existen
especies distintas con diferencias fenotipicas pero una gran homologia en las
secuencias. Por el contrario, se dan circunstancias en que los microorganismos
presentan secuencias con un elevado numero de diferencias y sin embargo, pertenecen

a la misma especie o genotipo (Bou et al., 2011).

La ausencia de concordancia entre las caracteristicas observables, morfologicas y/o
fenotipicas como son las 24 muestras positivas en el aislamiento bacteriano de este
estudio (cuadrol-6), hacen que los métodos fenotipicos realicen la identificacion mas

probable y no definitiva; sin embargo, la alta homologia genética que se presenta en
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determinados serotipos como se observa en la Figura 16, son factores que pueden
afectar la identificacion.
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Conclusiones

En este estudio se logré detectar e identificar el serotipo 13 del biotipo II de
Actinobacillus pleuropneumoniae mediante la estandarizacion de la técnica de PCR a
partir de la extraccion de ADN de dos muestras: cultivo bacteriano y tejido pulmonar, no
por esto se deben de descartar los métodos tradicionales de diagnostico sino que
deben realizarse de manera conjunta.

Los oligonucleétidos disefiados para identificar el serotipo 13, generaron amplicones
del tamafio esperado; aunque, considerando los resultados de la secuenciacion de la
muestra Jalisco 1 se hace necesario secuenciar los productos de PCR de las muestras

gue fueron positivas a esta prueba.

Se logré identificar la presencia de un serotipo del biotipo Il en México, siendo el
Estado de México y Jalisco los que presentaron un mayor niumero de casos positivos
para el serotipo 13.

Respecto a las dos cepas de referencia es altamente probable que hayan sufrido
contaminacion como lo mostré la secuenciacidon, motivo por el cual no sirvieron como
controles positivos y por lo tanto no fue posible tener una referencia para la

identificacion del serotipo 14.
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