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Resumen

En los sistemas de produccion del ganado porcino se encuentran agentes patdégenos que
afectan directamente a los parametros productivos, estos agentes tienen un impacto
econdmico debido a su actividad virulenta dentro del animal. Dentro de estas afecciones se
encuentran las enfermedades del complejo respiratorio que han sido identificadas como el
principal sindrome que ocasiona mermas a la produccion de ganado porcino en explotaciones
comerciales. Este complejo se encuentra asociado con varios agentes etiologicos
presentandose constantemente en las granjas. La pleuroneumonia porcina es una de las
enfermedades respiratorias mas importantes en la industria porcicola, la cual, presenta un
cuadro agudo, hiperagudo y cronico en cerdos, que suelen morir debido a una neumonia
hemorragica necrotica; sin embargo, el impacto econdomico de la enfermedad se centra mas
en la disminucion de la tasa de crecimiento de los cerdos enfermos cronicos. La
pleuroneumonia porcina (PP) es un proceso respiratorio de caracter infeccioso, agudo o
crénico, caracterizado por bronconeumonia necrdtico hemorragica y pleuritis fibrinosa,
producida por Actinobacillus pleuropneumoniae (App).

En el presente trabajo se realizd el aislamiento de App a partir de muestras de tejido
provenientes de cerdos de una edad no mayor a dos afios de vida, como son: pulmén, corazon
y tonsilas. Estas muestras son provenientes de granjas comerciales de la zona del bajio; se
determind la presencia de la bacteria por medio de la estandarizacion de “primers”
especificos para los serotipos 1, 3 y 5 y posteriormente mediante la metodologia de la
Reaccion en cadena de la Polimerasa. En los resultados obtenidos se observd que App esta
presente en un 20% de las muestras analizadas; en la electroforesis, los resultados obtenidos
fueron los esperados, se obtuvo un resultado de 417-418pb, por lo que el numero de pares de
bases obtenido fue el esperado, como lo mencionan los estudios realizados por Janine T.
Bossé; et al, 2014; L. Zhou; et al, 2011. La virulencia/infeccion por Actinobacillus
pleuropneumoniae estd influenciada por polisacaridos capsulares, lipopolisacaridos,
proteinas de membrana, factores de adhesion y exotoxinas. De este modo, los sistemas de
tipificacion molecular para identificar este tipo de bacterias, se basan en los genes apx y omlA
[Gram T; et al, 2000 y Rayamajhi N; ef al, 2005]; se afirmo que los “primers” utilizados para
la identificacion de App son los adecuados. Aunque es posible que existan otras bacterias
contaminando a los cerdos (ya que App no es la unica bacteria perteneciente al CRP), se
sugiere que los cerdos actuan como portadores sanos; por lo tanto, el problema respiratorio
causado por A. pleuropneumoniae es considerado un problema endémico.
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1. Introduccion

En la actualidad los mercados nacionales e internacionales demandan que los alimentos de
origen carnico no causen dafio a la salud, ya que existen sustancias que en forma accidental
o inducida pueden contaminarlos. Por lo anterior, es imprescindible establecer politicas y
acciones que promuevan la inocuidad de los alimentos y que garanticen su calidad higiénica
para beneficio de los consumidores. Una de las acciones que tiene el Servicio Nacional de
Inocuidad y Calidad Agroalimentaria (SENASICA), es lograr que la produccion de carne en
granjas porcicolas sea segura para el consumo; es por esto que el SENASICA a través de la
Direcciéon General de Inocuidad Agroalimentaria, Acuicola y Pesquera (DGIAAP), ha
disefiado un Programa Voluntario para implementar las Buenas Practicas de Produccion en
Granjas Porcicolas [Manual de Buenas Practicas de Produccion en Granjas Porcicolas, 2004].
La carne roja de mayor consumo mundial es la carne de cerdo, cuya demanda en las Gltimas
décadas ha experimentado un fuerte incremento. Ello se ha debido a los cambios en los
patrones de consumo derivados del aumento de ingresos en los paises en desarrollo con
economias de rapido crecimiento. Junto con el de las aves de corral, el porcino es el subsector
pecuario de mayor crecimiento, con un nimero de animales que alcanzara los mil millones
antes de 2015, el doble que en la década de 1970. La produccidn porcina esta distribuida por
todo el mundo, con exclusion de algunas regiones que mantienen ciertas reservas culturales
y religiosas en relacion con el consumo de carne de cerdo [Organizacion de las Naciones
Unidas para la Alimentacion y la Agricultura, 2017]. En la figura 1 y 2, se muestran distintos

graficos donde se observan el consumo y produccion de carne de cerdo a nivel mundial
[OCDE/FAO, 2017].

Dada la importancia de las enfermedades respiratorias que afectan al cerdo, se han
implementado varias pruebas de diagnostico, dentro de las cuales, se encuentra la Reaccion
en Cadena de la Polimerasa (PCR, por sus siglas en inglés Polymerase Chain Reaction) que
consiste en amplificar rdpidamente el DNA, ademés de ser una técnica muy sensible y
especifica, ofreciendo ventajas sobre técnicas de diagnostico tradicionales [Torremorell, M.,
et al., 1997]. Por consiguiente, el presente proyecto propone determinar la presencia de
Actinobacillus pleuropneumoniae (App) en muestras patogenas de cerdo de una edad no
mayor a dos afios de vida, de distintos 6rganos, como son pulmones, tonsilas y corazon;
provenientes de distintas granjas de la Republica Mexicana (especificamente del bajio),
utilizando técnicas de biologia molecular para detectar a la bacteria con mayor sensibilidad
y especificidad [Altcheh, J., et al, 2005], ya que, hasta la fecha, no existe un estudio formal.
Teniendo en cuenta lo anterior, el propdsito del presente trabajo es detectar la presencia de
App, con ello, nos interesa no subestimar otros patdégenos presentes en las granjas porcicolas
por lo que elegimos el diagnoéstico molecular por PCR.




2. Antecedentes
2.1 La porcicultura en México

El consumo de carne de cerdo (Sus scrofa doméstica) ocupa el tercer lugar a nivel nacional,
representa la actividad productiva con mayor captacion de la produccion de granos forrajeros.
El cerdo moderno tuvo su origen del cruce del cerdo de Europa y el cerdo del Sureste de
Asia; el primero era un animal muy rustico que tenia un desarrollo muy lento y maduraba
tarde, el otro era un animal pequefio con patas cortas, que crecia rapidamente y maduraba
temprano. Estos animales fueron domesticados hace unos 6000 afios. Los primeros cerdos
llegaron a América con los conquistadores, estos animales se multiplicaron rdpidamente en
Meéxico y Brasil, pero en el resto de Latinoamérica no son muy numerosos [MANUAL DEL
PARTICIPANTE PRODUCCION DE CERDOS, 2005]. El Consumo per capita de carne por
pais y region de diferentes animales a nivel mundial (entre ellos el cerdo), asi como un
estimado para el afo 2026, se observa en la figura 1, mientras que en la figura 2 se observa
el crecimiento de la produccion de carne por region y tipo de carne en paises desarrollados y
subdesarrollados [OCDE/FAOQO, 2017]. Los factores que han determinado la escasa poblacion
de cerdos en Latinoamérica son la competencia del cerdo con el hombre por los granos, la
existencia de extensos pastizales naturales adecuados para la explotacion de bovino, y la
dificultad para conservar la carne de cerdo. Sin embargo, a través de los tiempos, el cerdo ha
ido transformdndose de un animal muy rustico en un animal sumamente eficiente para
transformar (cruza). [MANUAL DEL PARTICIPANTE PRODUCCION DE CERDOS,
2005].

La porcicultura en México es una de las principales actividades econémicas del sub-sector
pecuario. El consumo de carne de cerdo ocupa el tercer lugar a nivel nacional. Jalisco
encabeza la produccion nacional en este sector con una cifra productiva de 306 mil 148
toneladas, le sigue Sonora con 254 mil 660 T., Puebla con 165 mil 563 T., Yucatan con 138
mil 917 T. y finalmente Veracruz con 129 mil 665 T.; entre estos cinco estados, el aporte a
la produccion de 2017 fue de poco mas del 69% del total. A nivel nacional la produccién de
carne de cerdo tuvo un crecimiento del 4.6% llegando el afio 2016 a 1 millén 439 mil 933
Toneladas. Hasta ahora existen en México 16.7 millones de cabezas en poblacion y 850 mil
vientres en produccion; en 2017 se exportaron poco mas de 124 mil toneladas de carne, la
variacion respecto a 2016 fue de 16.5% al alza [Hernandez, C. R., et al, 2002;
Porcicultura.com, 2018].

EN 2018 YA EMPIEZAN LAS CIFRAS DE CRECIMIENTO

En enero de este afio el sector porcicola ya comenzé con las cifras positivas, registrdé un
incremento en la produccion del 3.4% de 2017, pasando de 115 mil 228 toneladas a 119 mil
191. La produccion de carne de cerdo, res, pollo, pavo y huevo para plato registrd durante el
afio pasado un comportamiento positivo; estados como Yucatan y San Luis Potosi ganaron
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terreno. Durante 2017 la produccion de carne de cerdo registré un crecimiento de 4.6%, esto
en comparacion con el afio anterior; el aumento generalizado de estos tipos de proteina
animal en comparacion con 2016 fue de 3.7%; los estados de Jalisco y Veracruz fueron los
de mayor aportacion en esos sectores [Porcicultura.com, 2018]. En el cuadro nimero 1 se
muestra la informacion a nivel nacional y por entidad federativa sobre la produccion de carne
en canal para consumo humano de cuatro especies ganaderas, como son: bovino, porcino,
ovino y caprino en la Republica Mexicana, en la grafica nimero 1 se muestran las cifras
preliminares a partir de 2015/01 hasta 2017/11 en unidades de Toneladas, en la grafica
numero 2, se muestra el volumen de la produccion de la carne en canal de ganado partir de
2015/01 hasta 2017/12 en unidades de Toneladas y en la grafica numero 3, se observa el
valor del volumen de la produccién de la carne en canal de ganado y de las diferentes carnes
que se consuman en el pais, de igual forma, partir de 2015/01 hasta 2017/12 en una ganancia
de miles de pesos [Instituto Nacional de Estadistica y Geografia, 2018].

Figura 1. Consumo per cépita de carne por pais y region [OCDE/FAO (2017)].

Consultados el dia 16 de enero de 2018

Como se muestra en la figura nimero 1, en los paises desarrollados en los que el nivel de
consumo es ya alto, la demanda de carne seguira en aumento, en particular en Estados
Unidos, aunque a tasas generalmente menores que las de los paises en desarrollo, donde el
crecimiento de la poblacion suele ser mayor




Figura 2. Crecimiento de la produccion de carne por region y tipo de carne [OCDE/FAO
(2017)].

Consultados el dia 16 de enero de 2018

En la figura nimero 2, se puede observar el crecimiento de la produccion de carne por region
y tipo de carne, por lo que se puede hacer una proyeccion a que la produccion total de carne
aumentara ligeramente alrededor de 39 Mt para 2026 hasta alcanzar casi 353 Mt. Esta
evolucion sucederd sobre todo en los paises en desarrollo, que representan més o menos 75%
de la produccién adicional. A partir de 2016, se prevé que la produccion de carne de aves de
corral superara a la de carne de cerdo.




Cuadro 1. Informacion a nivel nacional y por entidad federativa sobre la produccion de carne
en canal para consumo humano de cuatro especies ganaderas: bovino, porcino, ovino y
caprino [Instituto Nacional de Estadistica y Geografia, 2018].

Variable Dic 2016 Dic 2017 Variacion/ Dic 2017

Ganado Bovino

Nimero de cabezas 152 647 157 674 33

Volumean de la produccidn (Toneladas) 40 254 41143 22

Walor de la produccion (Miles de pesos) 2150 196 2 240 260 46
Ganado Porcino

Mimero de cabezas 497 614 495 313 -0.5

Wolumen de |a produccion (Toneladas) 36 0383 111 0.1

Walor de la produccion (Miles de pesos) 1479 643 1516 269 25
Ganado Ovino

Nimero de cabezas 12 707 13 608 6.3

Yolumen de la produccidn (Toneladas) 287 319 11.1

Valor de la produccion (Miles de pesos) 14 239 16 343 14.8
Ganado Caprino

Nimero de cabezas 7315 5 366 -18.8

Wolumen de |a produccion (Toneladas) 126 110 127
Valor de la produccion (Miles de pesos) 6 253 5 563 11.0

P Cifras preliminares a partir de 2017/01
Fuente:

MEGI Estadisticas de Sacrificio de Ganado en Rastros Municicales

Consultado el dia 30 de noviembre de 2017 de http://www.beta.inegi.org.mx/temas/ganado/

En el cuadro nimero 1, se observa la produccion a nivel nacional de diferentes especies
ganaderas de consumo humano, desde el monto total en diciembre de 2016, hasta el monto
total de diciembre de 2017, todo esto en el transcurso de un afo.



http://www.beta.inegi.org.mx/temas/ganado/

Figura 3. Cifras preliminares a partir de 2017/01 [Instituto Nacional de Estadistica y
Geografia, 2018].
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Cifras preliminares a partir de 2017/01
Fuente:
INEGI E=tadizticas de Sacrificio de Ganado en Rastros Municipales.

Consultado el dia 30 de noviembre de 2017 de http://www.beta.inegi.org.mx/temas/ganado/

En la figura nimero 3, se observan las cifras preliminares de la carne de cerdo, el afio, el mes
(en el eje de las abscisas) y las toneladas recaudadas (en el eje de las ordenadas) de la carne
de cerdo producida a partir de enero del afio 2015 hasta noviembre del afio 2017
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http://www.beta.inegi.org.mx/temas/ganado/

Figura 4. Volumen de la produccion de la carne en canal de ganado [Instituto Nacional de

Estadistica y Geografia, 2018].
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Cifras preliminares a partir de 2017/01
Fuente:

INEGI Estadisticas de Sacrificio de Ganado en Rastros Municipales.

Tomado el dia 30 de noviembre de 2017 de http://www.beta.inegi.org. mx/temas/ganado/

En la figura numero 4, se observa el afio y el mes (en el eje de las abscisas) y las toneladas
recaudadas (en el eje de las ordenadas) del volumen de la carne de cerdo producida a nivel

nacional a partir de enero del afio 2015 hasta diciembre del afio 2017
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Figura 5. Valor de la produccion de la carne en canal de ganado en México [Instituto
Nacional de Estadistica y Geografia, 2018].
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Cifras preliminares a partir de 2017/01
Fuente:

INEGI Estadisticas de Sacrificio de Ganado en Rastros Municipales.

Consultado el dia 30 de noviembre de 2017 de http://www.beta.inegi.org.mx/temas/ganado/

En la figura niimero 5, se observa el afio y el mes (en el eje de las abscisas) y el dinero
recaudado (en miles de pesos, en el eje de las ordenadas) del valor de la produccion de la
carne en canal de ganado en México a partir de enero del afio 2015 hasta diciembre del afio
2017

Nota: Las gréaficas y cuadros aqui mostrados varian con respecto a la fecha de consulta,
debido a los constantes cambios en la produccion, consumo y distribucion de la carne de
cerdo a nivel tanto nacional como mundial y su constante actualizacion en la fuente citada.



http://www.beta.inegi.org.mx/proyectos/registros/economicas/sacrificioganado/
http://www.beta.inegi.org.mx/temas/ganado/

3. Enfermedades respiratorias del cerdo

Las enfermedades respiratorias que afectan al cerdo son responsables de un elevado numero
de pérdidas econdmicas en las explotaciones porcinas de todo el mundo, ya que originan una
disminucién de los rendimientos de los animales, un mayor consumo de piensos, una
dilatacion de los ciclos productivos (cebo) y una pérdida de calidad en las canales que puede
incluso suponer el decomiso de éstas en el matadero. Existen multitud de agentes etioldgicos
responsables de producir este tipo de enfermedades en el ganado porcino, pudiendo actuar,
ademas, de una forma individual o colectiva, en cuyo caso se hace dificil identificar el agente
y dar soluciones concretas. Las patologias respiratorias presentan cuatro origenes
fundamentales que son: Bacteriano, Virico, Parasitario y Micotico. El conocimiento de estos
cuadros de enfermedad podra establecer la base de su prevencion y control, o en su caso de
su diagnostico y tratamiento [Caballero de la Calle, J.R, 1996].

4. Enfermedades de origen bacteriano

Son las causantes principales de las anomalias respiratorias en el ganado porcino, tanto por
el elevado nimero que suponen como por la complejidad de los cuadros que originan.
Podemos encontrar hasta un total de seis enfermedades diferentes que cursan con alteraciones
del arbol respiratorio de los animales que son: la Rinitis trofica, la Neumonia enzoética, la
Poliserositis fibrinosa o Enfermedad de Glisser, la Pleuroneumonia Contagiosa, la
Neumonia por Salmonella y la Tuberculosis. La causa mas comun de pérdidas en la
produccion porcina debidas a enfermedades respiratorias es la Neumonia enzootica. Aunque
realmente sus efectos son dificiles de valorar, y estdn muy influenciados por las condiciones
medioambientales y de manejo, provoca una disminucion de las ganancias diarias de peso en
los lechones a partir de las cuatro semanas de edad, 16% entre los 8 y los 85kg, pérdidas en
la eficacia de la alimentacion (12-13%), aumento de las enfermedades oportunistas y lo que
es mas importante, un deterioro en la calidad de las canales que pueden llegar incluso a ser
decomisadas en el matadero. La Rinitis atréfica afecta a los lechones entre las tres y las ocho
semanas de edad (son mas sensibles los mas jovenes), causando un perjuicio econémico en
las explotaciones que es variable seglin la virulencia del germen y el grado de control que se
ejerza sobre la enfermedad. Tanto la Pasterella multocida, como la Bordetella
bronchiseptica tienen facultades para ser causas por si mismas de problemas respiratorios en
los cerdos. La Pleuroneumonia contagiosa es una enfermedad que afecta a los cerdos de todas
las edades y que causa grandes trastornos en sus ciclos productivos, tanto por si misma, ya
que origina el 100% de morbilidad en la poblacion y el 20% de mortalidad, como
acompafiada y complicada por infecciones de Streptococcus suis que acentuan los sintomas
(neumonias) y aumentan las bajas en el colectivo afectado [Caballero de la Calle, J.R, 1996].




5. Actinobacillus pleuropneumoniae
5.1 Antecedentes

La Pleuroneumonia Porcina causada por Actinobacillus pleuropneumoniae es una
enfermedad contagiosa que causa importantes pérdidas econdmicas en todo el mundo. Los
principales signos clinicos de la enfermedad aguda son anorexia, depresion, fiebre, tos,
disnea y/o polipnea [Gottschalk, M, 2012]. Responsable primario de la Pleuroneumonia
Porcina, asi como agente involucrado directamente dentro del Complejo Respiratorio
Porcino (CRP), la enfermedad puede evolucionar muy rapidamente y a las pocas horas se
puede producir la muerte de algiin animal. También puede tomar una forma cronica donde
los signos clinicos no son tan evidentes, pero produce pérdidas de produccién, y por lo
general, se observan lesiones en los canales (como adherencia, pleuritis y abscesos
pulmonares). En muchas explotaciones App esta presente en una forma subclinica. Esto
sucede a menudo en los rebafios convencionales, que pueden estar infectados simultanea-
mente no solo con diferentes serotipos de baja patogenicidad, sino también con serotipos mas
virulentos [Gottschalk M, 2012]. En este ltimo caso, los brotes pueden aparecer de repente
en presencia de enfermedades concomitantes o como consecuencia de medidas de manejo.
Por lo tanto, la identificacion temprana de los rebanos infectados subclinicamente es
importante para el control total de la enfermedad, los animales portadores son una de las
principales fuentes de transmision entre los rebafios. La presentacion de un brote de
enfermedad clinica esté relativamente bien controlado en los EE. UU. y Canada, pero es un
problema importante en muchos paises de América Latina, el Caribe, Asia y Europa. En
América del Norte, los esfuerzos se han dirigido principalmente a monitorizar infecciones
subclinicas en la cria de rebafios y mantenerlos libres de cualquiera de los serotipos comunes
mas virulentos de App o de todos los serotipos de App [Gottschalk M, 2012].

Actinobacillus pleuropneumoniae fue observada por primera vez en 1931 por Shope
denominando al agente etioldgico como Haemophilus parahaemolyticus. Afios mas tarde ¢l
y otros investigadores lo denominaron Haemophilus pleuropneumoniae debido a que
observaron que Haemophilus parahaemolyticus y Haemophilus pleuropneumoniae eran
idénticos [Pohl S; et al; 1983]. Posteriormente el agente causal fue transferido al género
Actinobacillus,  quedando  definitivamente  clasificado  como  Actinobacillus
pleuropneumoniae [Pohl S; et al; 1983]. La PP es una enfermedad de elevada diseminacion,
altamente contagiosa, y en muchas ocasiones letal en cerdos desde el destete al sacrificio.
Provoca en el 30-50 % de los cerdos una pleuritis fibrinosa con adherencias costales bastante
caracteristicas y elevada mortalidad en cuadros agudos, con elevado retraso del crecimiento
en las formas cronicas. El App ademas estd involucrado en cuadros de otitis media, artritis y
osteomielitis. Es importante diferenciar infeccion de enfermedad, necesitando varios
condicionantes para la manifestacion clinica tanto de uno como de otro, como son la mezcla
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de animales multiorigen (en este caso de diferentes razas de puercos), mal manejo,
infecciones concurrentes y factores de estrés. En USA y Canadd la enfermedad esta
relativamente controlada [Universo porcino, el portal del cerdo, 2005].

Solo los cerdos son susceptibles a App, no ha sido aislado de roedores, seres humanos, aves,
y no persiste en el medio ambiente. Sin embargo, se puede producir la enfermedad en ratones
al inocular grandes cantidades de bacterias, como pueden ser por vias intraperitoneal o
intranasal [VERDUGQO, D. 1. E; et al, 2003].

5.2 Caracteristicas

App es un pequeiio cocobacilo pleomdrfico, anaerobio facultativo, que mide 0.5-1.0 x 1.0-
2.0um; es gram negativo, encapsulado, inmdvil, por lo general productora de hemolisina Beta
y dependiente del factor V de coagulacion de la sangre (NAD™) para su crecimiento (el
biotipo I, mientras que el biotipo II es independiente), y en los cultivos iniciales, una
atmosfera (preferiblemente) con un 5% de CO; a una temperatura de 37°C al menos en los
cultivos iniciales por 24 horas, o menos en los subcultivos, produce colonias redondas,
pequeiias (1 mm de didmetro o menos), lisas y brillantes o mates y de aspecto céreo, de color
gris blanquecino y olor caracteristico y no forma esporas. Estructuralmente, en la membrana
externa se incluye el lipopolisacarido (LPS) y diferentes tipos de proteinas de interés. La
capsula es, también, una estructura de gran importancia que se relaciona con la patogénesis
y que es muy util en la clasificacion. En aislamientos recientes se ha descrito la presencia de
fimbrias [Pohl S; et al; 1983].

5.3 Cultivo

Basado en el requerimiento de Nicotin Adenin Dinucledtido (NAD"), Actinobacillus
pleuropneumoniae se divide en dos biotipos, el biotipo I que incluye a las cepas NAD", por
lo que se requiere agregar una cepa nodriza de Staphylococcus aureus para su cultivo, la cual,
lleva a cabo una reaccion de complementacion entre una cohemolisina de App con una
esfingomielisina de Staphylococcus aureus. Para posteriormente observar el satelitismo
alrededor de la cepa nodriza. Se observa una mayor extension de la zona de hemdlisis cercana
a la cepa nodriza (fenémeno conocido como CAMP). Las cepas del Biotipo II no requieren
de factor NAD" para su crecimiento [Gottschalk, M. y Taylor D.J.,2006].

Las bacterias del grupo del App colonizan normalmente la cavidad nasal y las tonsilas, pero
algunas cepas virulentas pueden descender hasta los pulmones y provocar la enfermedad
[Gottschalk M y Taylor D.J., 2006]. Para su identificacion, se realizan diferentes pruebas
bioquimicas las cuales nos permiten diferenciar a especies semejantes a App; como se
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menciona en el cuadro numero 2, se muestran algunas determinaciones principales y
diferencias metabdlicas entre App y algunas especies proximas a la bacteria.

No se consideran microorganismos muy exigentes y crecen bien en distintos tipos de medios
de cultivo (suplementados con NAD) aunque los medios ricos en glucosa, minerales y
vitaminas, producen mejores crecimientos y estos son mas rapidos. Habitualmente se utiliza
agar chocolate suplementado con B-NAD (0.025-0.07%). Alternativa mente se utilizan
también agar PPLO suplementado y agar sangre (5% de sangre), inoculando una estria
nodriza de Staphylococcus aureus o S. intermedius, que producen NAD y permiten un
crecimiento satélite [Fenwick B., et al, 1994]. En muestras muy contaminadas se utilizan
medios selectivos (con bacitracina, cloxacilina o lincomicina) [Rapp VIJ; et al, 1985].

Cuadro niimero 2. Determinaciones principales y diferenciacion metabdlica entre A.
pleuropneumoniae y especies proximas [Gottschalk M; et al, 2006].

Caracter/actividad A. A. A. A. A. H. P.
pleuropneumoniae | suis | indolicus | porcinus | minor | parasuis | multocida

Acido de glucosa

Acido de manitol

Acido de xilosa

Acido de ribosa

Acido de lactosa

Ureasa

-galactosidasa

Fosfatasa alcalina

Nitratos

SH>

Hembolisis

CAMP

o e B o o o B T o B w o S I

V-dependencia

X-dependencia - - - + - - -

Catalasa Variable + - - +

Produccion de - + - - -
Indol
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En el cuadro nimero dos, se muestran algunas pruebas principales y diferencias metabolicas
que pueden presentar A. pleuropneumoniae y algunas especies proximas a la bacteria, asi
como la diferenciacion metabolica entre A. pleuropneumoniae y sus proximas especies.

5.4 Adhesion

Se define a la adhesion bacteriana como la asociacion especifica y relativamente estable entre
la célula bacteriana y una superficie, la que puede ser otra célula o productos celulares. En
este fendmeno participan principalmente dos moléculas: se denomina adhesina a la molécula
o estructura de la superficie que participa en el proceso por parte de la bacteria y receptor a
la parte complementaria en el hospedero o en el ambiente. La adhesion es indispensable para
la bacteria como un paso inicial para un proceso de colonizacion, tanto para las bacterias de
la microbiota como para las bacterias patdgenas, las que originan un proceso infeccioso y en
consecuencia una enfermedad. Para muchas bacterias la adhesion es también importante para
su mantenimiento en los tractos o tejidos, ya que su capacidad de anclaje evita su eliminacion
por los mecanismos propios del hospedero, entre €stos se encuentran la accion de limpieza
de fluidos bioldgicos tales como el moco entérico, la sangre, la orina, asi como el transporte
mucociliar, e incluso la microbiota normal previamente establecida [VERDUGO, D. 1. E; et
al, 2003].

Los receptores de células animales se encuentran formando parte de la membrana o de su
superficie externa, como las glicoproteinas receptoras llamadas integrinas. Otras proteinas
receptoras son las de matriz extracelular (MEC) y las presentes en el plasma [VERDUGO,
D. L. E; et al, 2003]. Las adhesinas son, por lo general, lectinas (proteinas que tienen afinidad
por los azucares) y su funcion es la adherencia. La mayoria de las bacterias expresan mas de
un tipo de adhesinas. En algunos casos, la fimbria posee dos o mas adhesinas distintas para
dos o mas receptores diferentes y se les llama adhesinas fimbriales. Las adhesinas que no
estan en fimbrias son denominadas adhesinas afimbriales y algunos ejemplos son: proteinas
de membrana externa de las bacterias gramnegativas, acidos lipoteicoicos de bacterias
grampositivas, glucocalix, proteinas F y M de Streptococcus sp. y tienen como funcion unirse
en forma estrecha a la célula hospedera [Molina, L. J., 2017]. Se ha demostrado que la
adherencia al colageno porcino es mas evidente en los serotipos 1 y 7 [Enriquez, V, [; et al,
2014]. Para una mejor descripcion sobre las adhesinas fimbriales, en la figura nimero 3, se
muestra un esquema de las adhesinas fimbriales, su constitucion y las moléculas que
interactiian.
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Figura 6. Las adhesinas fimbriales son parte constitutiva de una
fimbria, y las moléculas encargadas de asegurar la adhesion de
esa estructura a su receptor en la célula hospedera. Consultado de:
http://www.facmed.unam.mx/deptos/microbiologia/bacteriologia/
patogenicidad.html el dia 15 de Diciembre de 2017.

5.5 Serotipos

El conocimiento del serotipo (tipificacién) es muy importante, tanto en la epidemiologia
como en el control de la enfermedad. Los métodos tradicionales (inmunoldgicos) presentan
el inconveniente de numerosas reacciones cruzadas debidas al LPS o a otros antigenos
citoplasmaticos, por manipulacién inadecuada de glucosa [Rodriguez, F. E; et al, 2002].
Basado en el requerimiento de NAD", dos biotipos han sido descritos: el biotipo 1 (que
incluye a las cepas que requieren de NAD™) y el biotipo 2 (que comprende cepas que no
necesitan el suplemento de NAD™ para su crecimiento in vitro) [Rodriguez, F. E; et al, 2002].
En el biotipo I se incluyen 15 serotipos designados con ntimeros (1-15) [Chiers, K; et al,
2010]. Mientras que las pertenecientes a los serotipos 13 y 14 son NAD independientes
(biotipo 2) [Vitelio, T, (Sin afio de publicacion)]. En los serotipos 1 y 5 se han descrito dos
subtipos (a y b). Crece bien en agar chocolate, agar PPLO o agar sangre, suplementados con
0.025% de NAD, y segun el caso, extracto de levadura, suero y glucosa [Rodriguez, F. E; et
al, 2002]. Un serotipo se identifica por sus antigenos K, O y H [Tortora, G. J., 2007].

En la cépsula se localizan antigenos de serotipo, con variaciones en la composicion,
estructura y desarrollo capsular (los serotipos 1, 3 y 5 posen la capsula més gruesa). Se han
descrito fimbrias en la mitad de los aislamientos, aunque se pierden por subcultivo. El LPS
incluye el lipido A y el polisacarido O (Ag O), que presenta cadenas laterales de longitud y
7NN
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estructura variable, segun el serotipo. Algunos serotipos comparten el Ag O (grupos 1,9y
11;4y7; 3, 6 y8) mientras que en otros forma parte de la composicion que le define. Se han
descrito cepas lisas (serotipos 2, 4 y 7), semirrugosas (serotipos 1 y 5) y rugosas (serotipos 3
y 6), segln la presencia completa, parcial o ausencia de cadena laterales O. En la membrana
externa existen diversos tipos de proteinas (OMP) de mucho interés, algunas de las cuales
son comunes a muchos serotipos y otras especies proximas [Rodriguez, F. E; et al, 2002].

Las proteinas de la membrana externa (PME) también son antigenos importantes. Se incluyen
lipoproteinas y otras proteinas que se expresan en presencia de maltosa o ausencia de hierro
libre (condiciones limitantes). Finalmente, algunas sustancias solubles que son secretadas
durante el crecimiento microbiano poseen caracter antigénico, entre las que destacan las
toxinas RTX [Shakarji, L; et al, 2006].

5.6 Epidemiologia, resistencia en el ambiente y a factores fisicoquimicos

La transmision de la enfermedad parece ocurrir directamente desde un cerdo infectado a un
cerdo susceptible, ya que no se sabe si App sobreviva mucho en el entorno circundante. Sin
embargo, en brotes agudos, el agente patdgeno puede transmitirse de un corral a otro, lo que
sugiere que es posible la transmision por via aérea o por personal de granja que transporte
exudado contaminado de cerdos infectados. Debido a que los cerdos pueden transportar la
bacteria sin ser detectados, la enfermedad a menudo se disemina mediante la introduccion de
nuevos cerdos en la manada. La probabilidad de que una piara esté expuesta a App aumenta
con la cantidad de cerdos comprados al mismo tiempo. Aunque todos los grupos de edad son
susceptibles a la enfermedad, los cerdos en crecimiento parecen ser los mas susceptibles.
Factores como el movimiento, la aglomeracion y las condiciones climéticas adversas juegan
un papel importante en el apoyo al inicio y la gravedad de la enfermedad. En México los
serotipos reportados son el 1, 5, 7 y 15, sin embargo, se requiere un estudio de tipificacién
de mayor amplitud para confirmar y determinar los serotipos existentes [ Terry, M. Lo, 1997].

El cerdo es el unico hospedador natural de App [Rodriguez, F. E; ef al, 2002]. Los serotipos
de App generalmente se distribuyen por ubicacion geografica, asi mismo los serotipos 1, 5y
7 se encuentran mas comunmente en los Estados Unidos, mientras que otros serotipos
predominan en otras partes del mundo. Si bien algunos serotipos se consideran de baja
virulencia en algunos paises y no tienen importancia epidemioldgica, pueden ser agentes de
la enfermedad en otros paises. Aunque existen limites geograficos aparentes, sigue existiendo
el posible peligro de que se introduzca un nuevo serotipo en una manada libre de éste
patogeno. Un brote tipico de App produce aproximadamente un 50% de morbilidad y hasta
un 10% de mortalidad [Terry, M. Lo, 1997].
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Actinobacillus pleuropneumoniae es muy labil en el medio ambiente, y en el laboratorio no
sobrevive mas de 3 dias en caldo a temperatura ambiente (independientemente de que tenga
o no suplementacion con NAD") o un poco mas a 4°C. En suero a temperatura ambiente
sobrevive hasta 12 dias, multiplicandose en el caso de suplementar el medio con NAD" o
bajar la temperatura a 4°C, aunque a esta temperatura y suplementado, la supervivencia solo
llega a los 18 dias. El uso de temperaturas de 80°C en un medio con leche descremada y
glicerina, al igual que la liofilizacidn resultan adecuados para su conservacion prolongada.
Sin embargo, es muy diferente lo que puede suceder en condiciones de campo en las que el
microorganismo se encuentra protegido por las secreciones nasales y fluidos organicos que
le permiten una mayor supervivencia [Chiers, K; et al, 2010].

La transmision de la enfermedad de cerdos portadores sanos o portadores cronicos juega un
papel crucial en la epidemiologia de la enfermedad y representan la principal fuente de
infeccion de cerdos susceptibles [Gottschalk, M y Taylor, 2006], reportan su dispersion por
contacto directo o a través de aerosoles. El modo de transmision aéreo no parece ser una
manera comun de contagio. Desrosier, R, (1984) no fue capaz de demostrar la transmision
de la infeccion por via aérea durante un periodo de 2 meses en un ensayo en donde cerdos
susceptibles fueron mantenidos separados de animales infectados en forma aguda y
mantenidos a 3 metros de distancia de los enfermos.

5.7 Factores de virulencia y patogenia

Los factores de virulencia son los responsables de las reacciones que ocurren durante los
procesos de una enfermedad, por tanto, el estudio de los factores de virulencia permite
entender los mecanismos usados por la bacteria para causar la enfermedad. La patogénesis
de App se considera multifactorial, ya que esta bacteria cuenta con varios factores de
virulencia, como son, los componentes estructurales: capsula, adhesinas, LPS, PME y los
factores de secrecidon: proteasas y exotoxinas, que son secretadas por el microorganismo
[VERDUGQO, D. L. E; et al, 2003].

La infeccion se transmite por aerosol o por contacto directo entre animal enfermo y animal
sano. App coloniza el tracto respiratorio en el huésped y persiste en las tonsilas, (sitio
primario de colonizacion) [Gottschalk, M y Taylor, 2006] ademas del epitelio sano de los
pulmones y lesiones adyacentes [Buettner, F. F., et al, 2008], causando que la enfermedad
sea de tipo aguda o de tipo cronica; su patogenicidad es multifactorial, y esta integrada por
distintos factores estructurales y de secrecion. Entre los primeros se incluyen componentes
de la membrana externa (PME), los LPS, la cépsula, las fimbrias, mientras que en los
segundos se incluyen las toxinas [Chiers, K; et al, 2010].
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Cuando persiste en pulmones necroticos, tonsilas y en cavidad nasal llega a provocar la
enfermedad cronica. El tipo crénico suele ser muy contagioso, debido a su persistencia en el
cerdo y generalmente resulta en la muerte del animal. Las lesiones en el tejido respiratorio
son dadas tanto por las toxinas Apx y otros compuestos (polisacaridos capsulares, proteasas
y lipopolisacéridos).

Capsula

Es la responsable de la especificidad del serotipo de App y se reconocen 15 serotipos del
biotipo I debido a la presencia del antigeno capsular. Los fosfatos y el acido carboxilico le
confieren una carga negativa. Las propiedades bioldgicas de la capsula son: no tiene actividad
toxica, es inerte, no tiene actividad pirogénica, debido a la carga negativa hay resistencia a la
fagocitosis por neutrofilos, es opsonizada por anticuerpos e interfiere con la actividad del
complemento. Los anticuerpos generados contra la capsula protegen contra la muerte, pero
no contra la enfermedad o contra la infeccion cronica. La virulencia atribuida a la capsula es
variable entre los diferentes serotipos, pero se requiere la capsula para que la bacteria sea
virulenta [VERDUGQO, D. 1. E; et al, 2003].

Figura 7. Esquema de una estructura bacteriana: Se puede observar los diferentes
componentes que conforman a una bacteria, como son capsula, pared celular, membrana
celular, flagelo, entre otros. Tomado de
https://docs.google.com/document/d/1RL{jX1Ady2PQZGJzQo7C6rECmXVEBUNO0AVV
ehInK Y/mobilebasic?hl=en US el dia 22 de junio de 2018
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La capsula es antifagocitica y se considera proteccion principal frente a las defensas
humorales [Rodriguez, F. E; et al, 2002]. El grado de desarrollo de la cédpsula varia segtn los
serotipos encontrandose mientras que en los serotipos 1, 3 y 5 esta bien definida, en los 2 y
7 la capsula es pequeiia [Shakarji, L; et al, 2006].

Lipopolisacaridos (LPS)

Biologicamente es similar al de otras Gram negativas y se admite que, en la enfermedad
natural, es sinérgico con las toxinas Apx. Después de su inoculacion intratraqueal, no se
observan ni necrosis ni hemorragias, aunque permite la adherencia de 4pp al mucus y a los
anillos traqueales, y consecuentemente, desempefia un papel fundamental en la colonizacion.
También es un mecanismo alternativo de adquisicion de hierro in vivo, a través de su unioén
a la hemoglobina porcina [Rodriguez, F. E; et al, 2002].

Los LPS son los principales constituyentes de la membrana externa y poseen propiedades
semejantes a las de otros Gram negativos, asociadas a su caracter de endotoxina. Se ha
demostrado que intervienen en la capacidad de adhesion de la bacteria al epitelio y al moco
traqueobronquial, aumentan el efecto de las toxinas Apx sobre macrofagos para la produccion
de citocinas (TNF-a, IL-1, IL-6 e IL-8) que desempenan una importante funciéon en la
patogenia de la enfermedad respiratoria [Auger, E; et al, 2009; Bandara, A.B; et al/, 2003].
En la pleuroneumonia porcina se han descrito niveles altos de IL-6, IL-1 y TNF-a en el suero
de los animales enfermos y en células de lavado pulmonar 2-4 horas post-infeccion. E1 TNF-
o aparece tanto en procesos agudos como en cronicos. También induce necrosis del epitelio
alveolar por unidén a receptores de membrana. Incluso representa una alternativa en la
captacion del hierro, a partir de la hemoglobina [Auger, E; et al, 2009].

El LPS es similar al encontrado en otras bacterias gramnegativas. La cadena O especifica, le
confiere las caracteristicas fenotipicas de cepas lisas, semirrugosas y rugosas. El antigeno O
es el responsable de las reacciones cruzadas entre los serotipos. Las propiedades bioldgicas
del LPS son: tiene actividad de endotoxina, gelifica a los amebocitos del género Limulus,
produce reaccion de Schwartzman, actia como un pirdgeno, induce la liberacion de
mediadores proinflamatorios y estos mediadores activan varias células, como macrofagos y
neutrofilos y juega un papel importante en la inflamacion aguda. La administracion de LPS
de App a cerdos induce neumonia no necrosante con infiltracion de neutrofilos [VERDUGO,
D. 1. E; et al, 2003].
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Exotoxinas

Las exotoxinas son el factor de virulencia mas importante de App, todas las cepas virulentas
producen de 1 a 2 toxinas RTX, denominadas Apx I, Apx Il y ApxIIl. Las Apx forman poros
en las membranas celulares, lo que conduce a la lisis de sus células blanco. Apx I, Apx Il y
Apx III son citotdxicas para células del epitelio alveolar, células endoteliales, eritrocitos,
macrofagos alveolares y neutréfilos. La presencia de una y otra, depende de la cepa y el
serotipo, de tal modo que algunos serotipos son capaces de producir diferentes
combinaciones de dos de ellas, mientras que otros producen solamente Apx I 6 Apx II
[Bosse” J.T; et al, 2002; Chiers, K; et al, 2010].

Las exotoxinas bacterianas son proteinas extracelulares solubles, que, al ser liberadas al
medio por el organismo vivo, se activan bioquimicamente. Se han identificado cuatro tipos
de citotoxinas en App, las cuales son llamadas toxinas Apx, que pertenecen a la familia de
las toxinas RTX formadoras de poros. En el cuadro nimero 3, se muestran las distintas
toxinas que produce App, asi como los serotipos involucrados y las distintas exotoxinas que
produce cada serotipo.

e Apx [: Proteina de 105 kDa, fuertemente hemolitica y fuertemente citotoxica. Es
codificada por el operén Apxl, que tiene 4 genes: ApxIC (activador), ApxIA
(pretoxina), ApxIB y ApxID (aparato de secrecion). La proteina ApxI la producen los
serotipos 1, 5a, 5b, 9, 10 y 11 y por lo tanto son los mas virulentos.

e Apx II: Proteina de 103-105 kDa, débilmente hemolitica y débilmente citotdxica, es
codificada por el operon ApxIl 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 III: Proteina de 120 kDa, es no hemolitica y fuertemente citotoxica, codificada
por el operon ApxIIl y contiene 4 genes: ApxIIIC, ApxIIIA, ApxIIIB y ApxIIID. Apx
III la producen los serotipos 2, 3, 4, 6 y 8.

e Apx IV: Proteina de 202 kDa especifica para App, tienen actividad citotoxica y la
producen todos los serotipos. La actividad hemolitica es débil y de estas proteinas es
probablemente la responsable de las lesiones iniciales de la PP, caracterizadas por ser
hemorragicas y necrosantes. Las toxinas Apx son el principal factor de virulencia y
en su ausencia la cepa de App es avirulenta [VERDUGO, D. 1. E; et al, 2003].
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Cuadro 3. Toxinas producidas por distintas cepas de App [Gottschalk, M; 2012]

Produccion de toxinas*
Serotipos de App Apx I Apx II Apx III
1,5,9y11 Si Si No
2,3,4,6,8,15 No Si Si
7,12, 13 No Si No
10, 14 Si No No

En el cuadro nimero 3, se muestran todas las cepas que producen ApxIV, esta, es esencial
para que la virulencia sea completa y solo se produce in vivo. Algunas cepas de serotipo 3
secretan bajos niveles de ApxlII

Las toxinas también afectan a los linfocitos T, en particular con una disminucion de
CD3_CDS8, lo que altera la respuesta inmunitaria y favorece la cronicidad del proceso. Como
todas las cepas producen por lo menos una Apx, la enfermedad es indiferenciable desde el
punto de vista clinico, lo que produce una mayor o menor gravedad en funcion del serotipo
implicado [Faldyna, M; et al, 2005]. Asimismo, afecta a macrofagos alveolares, causando
apoptosis [Chien M.S; et al 2009]. App produce una potente ureasa cuya participacion en la
patogenia parece tener lugar a largo plazo mediante la disminucion de la respuesta
inmunitaria local, lo que permitiria la persistencia de la bacteria.

Proteasas

Las proteasas de microorganismos son factores de virulencia, ya que hidrolizan componentes
proteinicos del huésped y facilitan su invasion. App secreta enzimas proteoliticas hacia el
medio de cultivo y éstas tienen actividad sobre varios substratos como son la gelatina,
hemoglobina. Las proteasas son probablemente inactivas cuando estan dentro de la célula y
se activan cuando se secretan, deduciéndose que podria facilitar la invasion de la bacteria a
las mucosas del tracto respiratorio del cerdo. Las proteasas de esta bacteria patdogena son
metaloproteasas neutras y se proponen como un factor de virulencia, ya que pueden facilitar
la colonizacidn de este microorganismo. 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 App [VERDUGO, D. 1. E; ef al, 2003].

20




Adhesinas

Se ha descrito que el LPS es una adhesina importante para el anclaje de la bacteria y se han
propuesto algunos receptores posibles. Si bien se ha demostrado la presencia de fimbrias tipo
IV que estan localizadas en la superficie de las cepas de App, su papel en la adhesion no ha
sido establecido, pero se piensa que funcionan en la adhesion a las células del hospedero
como sucede en otras bacterias gram-negativas [VERDUGO, D. . E; et al, 2003].

Fimbrias

La presencia de fimbrias también debe jugar un papel en la adherencia de la bacteria las
superficies mucosas; poseen una proteina de 17-kd, que reacciona en forma cruzada con la
fimbria tipo IV de M. bovis. La regulacion genética asociada con la expresion de las fimbrias
ha sido evaluada [Boekema, B. K; ef al, 2004]. La expresion de dichos genes ha sido
demostrada después que la bacteria entra en contacto con células epiteliales in vivo después
de la inoculacién experimental por via endobronquial.

Proteinas de membrana externa

Se han identificado varias proteinas de membrana externa (PME) en App y todos los serotipos
contienen varias proteinas comunes, incluyendo una 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. Las PME son importantes en la regulacion de proteinas de superficie
en respuesta a las condiciones de crecimiento en el medio ambiente y se ha determinado su
participacion como receptores para elementos indispensables para su crecimiento, ademas de
que estas proteinas son capaces de inducir cierta respuesta inmunoloégica [VERDUGO, D. 1.
E; et al, 2003].

En este grupo se incluyen las proteinas receptoras de transferrina (TbpA y TbpB) y otras, que
participan en la virulencia. Los anticuerpos frente a ellas actian como opsoninas en la
fagocitosis o, simplemente, son protectores. La TbpA, codificada por el gen tbpA, posee un
tamano de entre 90 y 110 kDa, mientras que el tamafio de la proteina TbpB, codificada por
el gen tbpB, oscila entre 80 y 90 kDa [Rodriguez, F. E; et al, 2002]. También se han descrito
otras proteinas, codificadas por los genes tonB, exbB y exbD, que forman el complejo TonB,
implicado igualmente en esta funcion. En A. pleuropneumoniae, exbB y exbD estan en el
mismo operdn que los tbp, a los que preceden, y son indispensables para el funcionamiento
correcto de las proteinas Tbp. Las Tbp explican la especificidad de hospedador y permiten
abastecer a estos microorganismos del hierro que necesitan. Un fallo en este sistema de
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captacion limitaria la multiplicacion in vivo, siendo causa de atenuacion [Rodriguez, F. E; et
al, 2002].

La lactoferrina, la transferrina y la hemoglobina son moléculas con alta afinidad por el hierro
que reducen la disponibilidad de este mineral para patdégenos potenciales. La capacidad para
captar hierro de estas moléculas ha sido demostrada en las cepas patogenas de App a través
de ciertas proteinas de membrana que son expresadas in vivo. Recientemente se ha
demostrado que una proteina de la membrana externa de App de 60 kDa es responsable de la
adherencia al coldgeno presente en el pulmodn del cerdo y pudiera ser un factor importante en
la patogénesis de la enfermedad. Se ha demostrado que la adherencia al colageno porcino es
mas evidente en los serotipos 1 y 7 [Vitelio, T. (Sin afio de publicacion)].

5.8 Inmunidad

Uno de los elementos claves que determinan la evolucion de la enfermedad en los rebaiios
afectados lo constituye la inmunidad contra el agente causal, una vez que un animal se
recupera de la infeccion, adquiere proteccion contra el desafio por todos los serotipos de App.
El control de la enfermedad mediante bacterinas elaboradas a base de células completas ha
sido tradicionalmente insatisfactorio induciendo una pobre inmunidad que solo es serotipo-
especifica. Una tipica respuesta inmunitaria primaria solo es evidente en lechones que no
poseen anticuerpos calostrales al momento de ser desafiados. La vacunacion de las madres
ha demostrado poseer un efecto positivo en la estabilizacion de la inmunidad del rebafio y en
reducir la incidencia del problema en cerdos destetados. El uso de vacunacion simultanea
contra Mycoplasma hyopneumoniae y App ha demostrado ser efectivo para garantizar un
buen nivel de inmunidad calostral contra ambas enfermedades. La inmunidad calostral posee
un efecto protector contra la infeccion por App. La duracién de la inmunidad pasiva varia
entre 2 a 8 semanas dependiendo del nivel de anticuerpos adquiridos. No existe correlacion
entre los niveles de inmunoglobulinas dirigidos contra antigenos capsulares serotipo
especificos y la proteccion. Esto contrasta con la inmunidad protectora asociada con el nivel
de anticuerpos especificos contra las toxinas Apx [Vitelio, T. (Sin afio de publicacion)].

El sistema inmunolédgico del pulmoén interviene de forma esencial, tanto en la respuesta
inespecifica (a través de la fagocitosis), como especifica (humoral y celular), mediante la
activacion de los linfocitos locales. En la respuesta humoral intervienen IgA 6 IgG,
respectivamente, en los tramos superiores o profundos. A nivel celular, se ha observado un
incremento del nimero de linfocitos T (CD4 y CDS) en el tejido linfoide asociado a los
bronquios, asi como de células plasmaticas que expresan IgM, IgA e IgG y una concentracion
alta de neutroéfilos en los lavados pulmonares (normalmente estan ausentes). En el suero de
los convalecientes existen anticuerpos frente a la cépsula, el LPS, OMPs y proteinas
secretadas (Apx). Los anticuerpos frente a la capsula y antigeno O de algunos serotipos (2,
5, 10 y 12) son especificos de serotipo, mientras que el antigeno O de los serotipos 4y 7; 1,
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9y 11y3, 6y 8 comparte epitopos [Rodriguez, F. E; et al, 2002]. El antigeno O es
inmunodominante y encubre la respuesta frente a otros antigenos expuestos. Los sueros de
los convalecientes reconocen también varias OMPs de 45, 50 y 66 kDa, Tbp de union a
transferrina, toxinas Apx y algunas otras. La inmunidad pasiva, en los lechones, procede de
la madre, a partir del calostro y leche, donde los niveles de IgG e IgM dependen de su
transferencia desde la sangre, aunque una pequeia cantidad y las IgA, se sintetizan en la
mama. Los lechones que toman calostro de madres inmunes, resisten el desafio intranasal, al
contrario de los que se les suprime (mueren de septicemia). Este tipo de inmunidad protege
3-6 semanas después del nacimiento [Rodriguez, F. E; et al, 2002].

App estimula la produccion de citocinas proinflamatorias como la interleucina 1 (IL-1p),
IL-8 y el factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a), que se detectan en el liquido alveolar y las
lesiones tisulares [Auger, E; et al, 2009].

5.9 Lesiones

Las lesiones patologicas macroscdpicas se localizan principalmente en los pulmones y varian
de acuerdo con el curso clinico de la enfermedad. La neumonia puede ser unilateral o
bilateral, difusa o multifocal, y bien delimitada en los pulmones afectados y suele afectar a
los 16bulos cardiaco y apical, asi como al menos a parte de los lobulos diafragmaticos
[Zimmerman, J. J; et al, 2012]. Se limitan al aparato respiratorio [Rodriguez, F. E; et al,
2002]. La neumonia bilateral que afecta a los l6bulos apicales, cardiacos y parte del
diafragmatico donde las lesiones neumonicas estan focalizadas y bien definidas. Desde el
punto de vista anatomopatoldgico, se definen las lesiones como: neumonia necrdtica y
fibrinohemorragica con pleuritis fibrinosa [Formas clinicas y lesiones, (sin afo de
publicacién)].

En las fases sobreaguda (si la evolucion lo permite) y aguda, se desarrolla una neumonia
fibrinoso-hemorragica necrosante con pleuritis serofibrinosa. Las 4reas afectadas presentan
un color rojo negruzco o rojizo (la pleura), con adherencias fibrinosas a la pared costal y
pericardio. En la cavidad toracica puede observarse liquido serosanguinolento y cuando el
curso es muy rapido, traquea y bronquios contienen exudado mucoso con codgulos de fibrina
y los ganglios estan edematosos. En la forma aguda pueden observarse cantidades variables
de fibrina y adherencias pleurales [Rodriguez, F. E; ef al, 2002]. En las formas crdnicas se
aprecia un engrosamiento fibroso de la pleura y, en el parénquima pulmonar, las areas de
necrosis estan limitadas por capsulas gruesas, de color blanquecino, formando secuestros.
Microscopicamente, en la forma sobreaguda, se observa congestion, trombosis, hemorragia,
edema y exudacion de fibrina. En la forma aguda hay focos de necrosis por coagulacion,
rodeados por células inflamatorias (linfocitos, macrofagos y células plasmaticas).
Igualmente, se observa fibrina, eritrocitos y neumocitos en la luz de los alvéolos. Los septos

(| 8
\ 23




interalveolares estan engrosados y es frecuente la trombosis vascular. En la evolucion a la
forma cronica, desde la periferia de las areas de necrosis progresa un tejido de granulacién
que es responsable del encapsulamiento y los secuestros, en los que quedan acantonadas
bacterias [Rodriguez, F. E; et al, 2002].

5.10 Signos clinicos

Los signos clinicos varian con la edad de los animales, su estado de inmunidad, las
condiciones ambientales y el grado de exposicion al agente infeccioso. El estado clinico de
la PP puede ser agudo, hiperagudo o cronico. Todas las etapas de la enfermedad, desde la
intermedia a la fatal, subaguda o cronica, pueden desarrollarse dentro de un grupo afectado
[Zimmerman, J. J; et al, 2012]. Se considera, por regla general, que la incidencia de la
pleuroneumonia porcina esta ligada a variacién estacional, siendo normal observar
expresiones clinicas en épocas frias del afio [Formas clinicas y lesiones, (sin afio de
publicacion)].

Cuadro agudo [Formas clinicas y lesiones, (sin afio de publicacion); Gottschalk M, 2012].

En casos agudos, la pleuritis es muy obvia y la cavidad tordcica contiene liquido
sanguinolento. A medida que las lesiones avanzan, la pleuritis fibrinosa se vuelve fibrosa y
puede adherirse tan fuerte a la pleura parietal que el parénquima pulmonar puede permanecer
fijado a ésta cuando se extraen los pulmones en el examen postmortem. A continuacion, se
presentan los siguientes signos:

e En el mismo o en diferentes corrales dentro de la nave, aparecen muchos cerdos
afectados con hipertermia (40,5 - 41°C). Los animales enfermos rechazan la comida,
no quieren beber y estan deprimidos.

e Se observan sintomas respiratorios graves: tos, disnea y ocasionalmente respiracion
por la boca. Se presenta insuficiencia cardiaca y circulatoria con congestion de
extremidades.

e Evidente pérdida de condicién corporal después de 24 horas de iniciarse la
enfermedad.

e La evolucion de la enfermedad difiere de unos animales a otros, dependiendo de la
extension de las lesiones pulmonares y del tiempo de iniciacion del tratamiento
terapéutico.

e La muerte se debe a una combinacién de un fallo cardiaco y de toxinas producidas
por el organismo.
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e Esposible observar cualquier tipo de evolucion: desde la muerte de animales en pocos
dias hasta la evolucion a la forma crénica pasados unos dias del inicio de la
enfermedad.

e En la fase aguda de la enfermedad la morbilidad es muy alta (10 - 50%) y la
mortalidad oscila entre el 3 - 30% en animales de engorde y superior al 40% en cerdos
mas jovenes. Las tasas de morbilidad y mortalidad dependen de la virulencia de la
cepa y de las condiciones ambientales en particular.

Cuadro hiperagudo [Formas clinicas y lesiones, (sin afio de publicacion); Gottschalk M,
2012].

En cuadros hiperagudos, la trdquea y los bronquios estan llenos de exudado mucoso,
espumoso y tefiido con sangre. Las areas neumonicas aparecen oscuras y solidas con poca o
ninguna pleuritis fibrinosa. Este cuadro se caracteriza por los acontecimientos siguientes:

e Aparicidon repentina de algunos animales muy enfermos con hipertermia (41,5 —
42°C), anorexia y apatia.

e Periodo breve de vomitos, diarrea leve, tos y epistaxis. Rapido incremento del pulso,
insuficiencia cardiaca y respiratoria.

1 Cianosis en piel de nariz, orejas, patas y, finalmente, de todo el cuerpo.

M Fase terminal:

1. Posicion de perro sentado. Disnea grave con respiracion bucal y disminucion brusca
de la temperatura rectal.

2. Secrecion abundante, espumosa y tefiida de sangre a través de los ollares nasales y de
la boca, antes de la muerte.

3. Muerte dentro de las 24 - 36 horas del desarrollo de los sintomas clinicos. En
animales jovenes la muerte puede presentarse tan rapidamente que no lleguen a
observarse los sintomas anteriormente mencionados.

4. En reproductoras se han descrito de forma ocasional abortos.

5. Las tasas de morbilidad y mortalidad oscilan alrededor del 30 - 35%, dependiendo de
la experiencia inmunoldgica de la explotacion.

Cuadro cronico [Formas clinicas y lesiones, (sin afio de publicacion); Gottschalk M, 2012].

Los signos mas representativos aparecen a continuacion:

e Aparece después del cuadro agudo o al mismo tiempo. No existe fiebre y se observa
tos variable e intermitente.
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e Los cerdos afectados pueden transportar el microorganismo durante largos periodos
de tiempo y por lo tanto representan un riesgo potencial para los cerdos mas jovenes.

e Apetito reducido, intolerancia al ejercicio (estos animales son los ultimos en
levantarse cuando se entra en la explotacion). Los animales afectados presentan una
neumonia caracterizada por respiracion abdominal debido a una pleuritis muy
dolorosa.

e Los signos clinicos pueden exacerbarse por otras infecciones respiratorias (bacterias,
virus, micoplasmas).

e Los cerdos afectados pueden transportar el microorganismo durante largos periodos
de tiempo y por lo tanto representan un riesgo potencial para los cerdos mas jovenes.

M Los cerdos sobrevivientes presentan un marcado retraso de crecimiento

M El serotipo 3 de A. pleuropneumoniae puede causar artritis, endocarditis y oscesos en
diferentes localizaciones en animales individuales.

5.11 Patologia macroscépica, lesiones [Boekema, B. K; ef al, 2004; Instituto Nacional de
Estadistica y Geografia (2018)].

Las lesiones patoldgicas macroscopicas se localizan principalmente en los pulmones
(tomando en cuenta no sélo los pulmones sino todo el aparato respiratorio) y varian de
acuerdo con el curso clinico de la enfermedad. La neumonia puede ser unilateral o bilateral,
difusa o multifocal, y bien delimitada en los pulmones afectados y suele afectar a los 16bulos
cardiaco y apical, asi como al menos a parte de los 16bulos diafragmaticos.

Cuadro agudo

En los casos agudos, la traquea y los bronquios estan llenos de un exudado mucoso espumoso
y sanguinolento, y pocos cambios graves pueden ser obvios. En los casos de peragulencia
levemente posteriores, las dreas de neumonia aparecen de color rojo oscuro y de leves a
moderadas, firmes y resistentes, con escasa o nula arritmia fibrionosa. En la superficie
cortada hay hemorragia difusa y las areas de necrosis son friables. En casos agudos, las capas
de fibrina son obvias en la superficie pleural y con poca frecuencia en el epicardio y el
pericardio en animales que viven durante al menos 24 horas después de la infeccion. Estas
cavidades toracicas generalmente contienen un liquido tefiido con sangre. Las areas afectadas
del pulmon son firmes, elésticas y de color rojo purpura-oscuro a blanco, més claro en areas
que contienen abundante fibrina. En la superficie cortada, el parénquima es heterogéneo. Hay
areas de hemorragia y otras areas que son necroticas y friables. Se observan lineas blancas
de fibrina que rodean areas necrdticas y septos interlobulillares distendidos. En algunas areas,
los septos interlobulillares pueden estar distendidos con fluido rojo hemorragico.
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Cuadro hiperagudo

La traquea y los bronquios estan llenos de exudado mucoso, espumoso y tefiido con sangre.
Las areas con neumonia fibrinohemorragica severa presentan exudado fibrinoso y un color
rojo oscuro. También podemos observar pleuritis serofibrinosa.

Cuadro cronico

En casos cronicos, la fibrosis de la pleuritis previamente fibrinosa produce adherencias firmes
entre la pleura visceral y parental. Estas dreas a menudo provocan lagrimeo de los pulmones
durante la extraccion en la necropsia o en el matadero, dejando porciones de pulmon
adheridas a la pared toracica. La resolucion de las areas no necréticas de la infeccion aguda
da como resultado focos necroticos cavitados que permanecen rodeados por tejido cicatricial
conocido como secuestro. En muchos casos menos severos, las lesiones en el parénquima
pulmonar se resuelven, dejando s6lo adherencias pleurales fibrosas. Se ha demostrado que
una alta prevalencia de pleuritis fibrosa en la matanza es muy sugestiva de la aplicacion
previa de pleuroneumonia.

5.12 Patologia microscopica, lesiones

En las areas pulmonares afectadas de la forma aguda, se observa una intensa congestion,
hemorragia y edema alveolar. En estos territorios los septos interlobulillares aparecen
engrosados a causa del edema intersticial, con los vasos linfaticos dilatados, y presencia de
células inflamatorias y eritrocitos entre las redes de fibrina [Formas clinicas y lesiones, (sin
afio de publicacion); Gottschalk M, 2012; Zimmerman, J. J; et al, 2012]. Los alvéolos
contienen células inflamatorias, células descamadas y fibrina. Las lesiones caracteristicas
consisten en areas de necrosis por coagulacion asociadas con vasculitis y trombosis.
Alrededor de los focos de necrosis destaca una franja celular basoéfila formada por acimulos
de leucocitos degenerados de aspecto fusiforme, identificados como macrofagos y
neutrofilos, que llenan las luces alveolares. Las lesiones en vias aéreas de conduccion se
manifiestan en forma de exudados bronquiolares compuestos por cé€lulas epiteliales, células
inflamatorias degeneradas y fibrina [Formas clinicas y lesiones, (sin afio de publicacion)]. La
pleuritis en el periodo agudo es serofibrinosa con linfangiectasias en el parénquima
subyacente [Gottschalk M, 2012].

Si el proceso evoluciona hacia la cronicidad tiene lugar la proliferacion de tejido de
granulacion alrededor de las zonas de necrosis, que resultan posteriormente limitadas por una
capsula de tejido conectivo [Formas clinicas y lesiones, (sin afio de publicacion)]. Estas
lesiones contienen un elevado nimero de microorganismos, lo que determina un estado de
animales portadores cronicos, pudiendo tener lugar una exacerbacion de los sintomas y la
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aparicion de complicaciones debidas a la intervenciéon de otros microorganismos
oportunistas. En esta fase aparecen exudados purulentos en bronquios y bronquiolos y si no
se produce la reabsorcion del exudado fibrinoso pleural, éste evoluciona hacia la fibrosis con
formacion de sinequias. En los ganglios linfaticos regionales se observa linfadenitis
purulenta.

Una de las complicaciones mas frecuentes de la pleuroneumonia porcina es la pericarditis
serofibrinosa con desarrollo posterior de adherencias y engrosamiento fibroso. Aunque en la
mayoria de los casos las lesiones estan limitadas a la cavidad toracica, a veces se puede
observar también peritonitis fibrinosa, meningoencefalitis purulenta, endocarditis ulcerosa,
artritis y osteomielitis [Formas clinicas y lesiones, (sin afio de publicacién)].

5.13 Diagnésticos de Laboratorio

El diagnoéstico de pleuroneumonia por Actinobacillus pleuropneumoniae puede realizarse a
través de distinta metodologia:

1. El diagnéstico clinico-anatomopatoldgico, por observacion de sintomas y lesiones
tipicas, se utiliza en casos agudos, subagudos y crénicos de la enfermedad, pero no
es posible utilizarlo para la deteccion de infecciones subclinicas o asintomaticas. Sin
embargo, es util y bastante eficiente en los casos mencionados.

2. El diagnostico bacterioldgico complementa al anterior, constituyendo el diagnostico
de certeza, pero no discrimina, a menos que se utilicen técnicas moleculares
modernas, al serotipo actuante en el brote o infeccion subclinica del animal
muestreado.

3. El diagnostico serologico es de utilidad para determinar presencia o ausencia de
infeccion a nivel granja o portadores inaparentes, pero no es eficiente para realizar
diagnosticos etioldgicos en brotes agudos en granjas primoinfectadas. Por tanto,
puede deducirse que de acuerdo a las necesidades y situacion epidemioldgica del
problema en estudio deberan utilizarse en forma combinada [Zielinski, G; (2006)].

Para poder determinar la presencia de algin(os) patdogeno(s) microbiano(s) se pueden
emplear distintas técnicas de aislamiento utilizadas en la microbiologia cldsica o bien
técnicas mas avanzadas como son de biologia molecular. El uso de pruebas serologicas es
fundamental para la identificacion de portadores asintomaticos, los cuales son responsables
de la diseminacion de la enfermedad en grupos de cerdos no infectadas. Las técnicas
inmunolodgicas directas como inmunofluorescencia e inmunohistoquimica (IHQ) representan
otra opcion para el diagndstico de la pleuroneumonia porcina. Estas técnicas tienen como
base la identificacion de antigenos, serotipo y biotipo especificos en tejidos frescos,
congelados, fijados en formol o en bloques de parafina
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Aislamiento bacteriano

El aislamiento de A. pleuropneumoniae se lleva a partir de material de lesiones (pulmoén o
tonsilas). Puede utilizarse hisopos, sembrando en medios selectivos y agar sangre con una
estria nodriza. Luego se procede a la identificacion y tipificacion [Rodriguez, F. E; ef al,
2002].

Se toma una muestra de tejido normal o con lesiones neumodnicas. Las muestras son
inoculadas en agar sangre con una estria de Staphylococcus aureus para proveer el factor V.
Las placas son incubadas durante 24 h a 37°C bajo condiciones de microaerobiosis. Las
colonias sospechosas son transferidas a cajas con agar tripticasa soya (TSA) suplementado
con 10 g/ml de NAD y 1% de suero fetal bovino que posteriormente son incubadas durante
24 h a 37°C bajo condiciones de microaerobiosis. La identificacion final de las colonias
sospechosas a App se obtiene mediante el uso de pruebas bacterioldgicas de rutina como
tincion de Gram, oxidasa, catalasa, ureasa de Christensen, reaccion a la prueba de CAMP,
satelitismo en presencia de la cepa nodriza de S. aureus y dependencia de factores de
crecimiento utilizando discos impregnados con factor X, V o X+V. A partir de muestras de
pulmones de rastro es dificil, en comparacion con aislamientos obtenidos de lesiones
hiperagudas y agudas, y a que el crecimiento de la bacteria en lesiones cronicas es irregular,
aun cuando se le proporcionen las condiciones necesarias para su crecimiento [Blackall, P.J;
et al, 2002].

Histopatologia.

Las muestras de pulmdn para histopatologia son fijadas en formalina amortiguada (pH 7.2)
al 10% y procesadas con la técnica de inclusion en parafina. Se cortan secciones de 5 cm y
se tifien con hematoxilina y eosina (HE).

Inmunohistoquimica.

Es una prueba de laboratorio para la que se usan anticuerpos a fin de identificar ciertos
antigenos (marcadores) en una muestra de tejido. Por lo general, los anticuerpos estan unidos
a una enzima o a un tinte fluorescente. La enzima o el tinte se activan cuando los anticuerpos
se unen al antigeno en la muestra de tejido; de esa manera, el antigeno se puede observar al
microscopio. Ayuda a distinguir entre diferentes tipos de patologias [Diccionario de cancer.
Instituto Nacional del Cancer].
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Rigoberto H, C, et al; (2002) Utilizaron anticuerpos policlonales, producidos por conejos,
contra células completas de 4. pleuropneumoniae biotipo 1, serotipo 1, como anticuerpo
primario a una dilucién de 1:1500 y como anticuerpo secundario se utilizé una anti-IgG de
conejo biotinilada. Los antigenos o restos antigénicos de App fueron identificados de color
café oscuro, utilizando el cromogeno diaminobencidina (DAB). Posteriormente, las muestras
fueron tefiidas con hematoxilina de Harris como colorante de contraste. Se usaron secciones
de tejido pulmonar de cerdos inoculados experimentalmente con App biotipo 1, serotipo 1,y
de cerdos sanos libres de App como testigos positivo y negativo, respectivamente. Para
evaluar la especificidad del antisuero se confrontaron los frotis bacterianos de Pasteurella
multocida serotipos A 'y D, Haemophilus parasuis, Bordetella bronchiseptica y A.
pleuropneumnoniae serotipos 1, 5, 9 y 11 con el anticuerpo policlonal de App serotipo 1
[Rigoberto H, C; et al, 2002].

Pruebas de coaglutinacion

La prueba de coaglutinacion se usa de forma rutinaria, pero se producen muchas reacciones
cruzadas entre serotipos debido a epitopos comunes y se debe utilizar una prueba
confirmatoria, como la difusién con gel de agar y la hemaglutinacién indirecta. En algunos
casos particulares, las reacciones cruzadas son tan fuertes que algunos aislados se clasificaran
como "serotipo 6/8" [Turni, C; et al, 2014].

Fijacion del complemento

Al principio fue utilizada como un método de deteccion de especie y posteriormente se
empled como una prueba de deteccion especifica del serotipo. Los antigenos se preparan por
sonicacion de una suspension de bacterias, tomando el sobrenadante. Ademas, se requiere la
presencia de complemento, que es suero fetal bovino y el suero problema. La fijacion del
complemento es mas especifica que la hemaglutinacién indirecta, porque es capaz de
distinguir entre Actinobacillus pleuropneumoniae y Haemophilus parasuis pero su validez
para el serotipado es cuestionada ya que la frecuencia de falsos negativos es alta. La
realizacion de esta prueba es un proceso laborioso y complejo, que requiere un elevado grado
de estandarizacion para su éxito y con inconvenientes técnicos que lo complican [Diagnostico
de Laboratorio, (Sin afio)].

Anticuerpos monoclonales

Se ha informado también el uso de anticuerpos monoclonales para el serotipado. Los
anticuerpos monoclonales, especialmente los dirigidos contra los epitopos capsulares,
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pueden ser diferenciados facilmente, por ejemplo, el serotipo 1 de los serotipos 9y 11, y el
serotipo 7 del serotipo 4. Sin embargo, los anticuerpos monoclonales contra el LPS
reaccionaran cruzadamente entre serotipos debido al intercambio de LPS comun entre
algunos serotipos. Algunos de estos anticuerpos monoclonales incluso mostraron que los
epitopos de LPS son comunes entre App serotipo 7 [Gottschalk M; 2012].

Aglutinacion y coaglutinacion

Son métodos simples, rapidos (aglutinacion y coaglutinacion) o lentos (aglutinacion), para la
identificacion y serotipado de cepas de 4. pleuropneumoniae. Existen tres variantes utiles de
la aglutinacion: la reaccion lenta en tubo, la aglutinacion en tubo con 2-mercaptoetanol (2-
ME), y la rapida en porta. Con el antisuero se practican diluciones seriadas, que se mezclan
con el antigeno a partes iguales y el resultado de la aglutinacion se determina por inspeccion
visual. A diferencia de otros sistemas, la aglutinaciéon rapida evita muchas reacciones
cruzadas, aunque posee el inconveniente de que no permite la clasificacion de serotipos
rugosos, que son autoaglutinantes, especialmente el 3 y 6 y, en ocasiones, 1 y 5,
inconveniente que se salva mediante la coaglutinacion que tampoco es completamente
valido, porque no diferencia el serotipo 3 de los serotipos 6 y 8 [Diagnostico de Laboratorio,
(Sin ano)].

Serologia y tipificacion

La serotipificacion es el método cominmente utilizado y se basa en la determinacién del tipo
de antigenos capsulares presentes en cada aislamiento, que permite su agrupacion en
serotipos, utilizando para ello anticuerpos especificos policlonales o monoclonales. Los
inconvenientes del serotipado tradicional incluyen la presencia de reacciones cruzadas y de
cepas no tipables. Se han descrito un sinfin de reacciones cruzadas, que dificultan una buena
conclusion del serotipo, aunque son especialmente importantes las debidas al caracter
inmunodominante del LPS y que hacen reaccionar a los serotipos 1,9y 11, el 4 conel 7y,
finalmente, el 3, 6 y 8; otras reacciones se deben a la contaminacion del reactivo diagnostico
con antigenos de origen citoplasmatico, debido a una manipulacion o procesado inadecuados
[Diagnostico de Laboratorio, (Sin afio)].

ELISA

Respecto a la prueba de ELISA, el que se usa con mayor frecuencia es aquel que detecta
anticuerpos contra la toxina Apx IV. Esta toxina (precisamente) solo es producida por
Actinobacillus pleuropneumoniae, al estar viva en el animal y no por otra especie bacteriana.
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Este kit, no diferencia entre los serotipos, muchas granjas estdn infectadas por varios
serotipos de App, la mayoria de los cuales no son patégenos, por lo que estas granjas daran
resultados positivos y no se podra diferenciar de otra granja que este infectada con un serotipo
gravemente patdogeno. Los cerdos que se vacunan con bacterinas o vacunas a base de toxinas,
no presentan ninguna reaccion seroldgica, lo que permite la diferenciacion de animales
vacunados de aquellos infectados [Dreyfus, A; et al, 2004].

Deteccion directa.

Los métodos convencionales de aislamiento e identificacion necesitan, al menos, de 3-4 dias,
por lo que los procedimientos que identifican el agente directamente en muestras clinicas son
de inestimable ayuda, al acortar el tiempo necesario para la puesta en marcha de las medidas
de control més adecuadas. Se incluyen, entre otros, la coaglutinacion, técnicas
inmunohistoquimicas o la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) [Diagnéstico de
Laboratorio, (Sin afio)].

Deteccion indirecta.

Se han utilizado diversos procedimientos para la identificacion de anticuerpos en animales
infectados, como la aglutinaciéon en tubo con 2-ME, la hemaglutinacion indirecta, el
immunoblotting, el radioinmunoensayo, la fijacion del complemento, el ELISA y la
neutralizacion de la hemolisina Apx 1[Diagndstico de Laboratorio, (Sin afio)].

Nota: Estas son solo algunas pruebas que se utilizan de forma convencional para la
identificacién, es claro que existen un mayor numero de pruebas, solo que las aqui
mencionadas se utilizan con una mayor frecuencia; con el paso del tiempo y los avances en
la investigacion es posible que lleguen a quedar obsoletas.

6. Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR)

Un método similar al inmunologico, aunque basado en la deteccion de material genético (en
este caso de las bacterias) es el uso de técnicas como la reaccion en cadena de la polimerasa
o PCR, ya que ésta técnica detecta la presencia de material genético en cantidades muy bajas
(como puede ser de algin patdégeno para este caso).
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En los ultimos afios se han publicado alternativas al serotipado convencional, se han
desarrollado ensayos de PCR que detectan los genes asociados con lipopolisacaridos
capsulares para identificar algunos serotipos de A. pleuropneumoniae, ya que se sabe que
estos polisacaridos son el antigeno primario especifico de serotipo [Turni, C; et al, 2014]. Es
precisamente en este aspecto, que el reciente desarrollo de la PCR ha venido a enriquecer la
practica diagnostica molecular de las enfermedades infecciosas en los laboratorios de todo el
mundo; una vez recolectada y preparada la muestra, ocurre en su seno la rapida
multiplicacion (amplificacion) del DNA perteneciente al agente causal, y las millones de
copias obtenidas incrementan notablemente la sensibilidad de cualquier técnica que se elija,
para, posteriormente, lograr la deteccion correspondiente [Garza, V.R; et al, (Sin afo de
publicacion).

La gran complejidad de los procesos bioldgicos en los seres vivos ha sido por afios la razon
por la que los investigadores han centrado su atencion en descifrar los mecanismos que se
esconden detrds de esos procesos. Desde las primeras observaciones de Gregorio Mendel
hasta la actualidad, se tiene la nocidon de que parte de la explicacion de los diferentes
fendmenos bioldgicos se encuentra escondida en lo mas recondito del genoma celular y que
una de las claves para entender dichos fenémenos es el estudio de los genes. Uno de los
descubrimientos mas importantes de la historia que marco el inicio de una nueva era en el
estudio y conocimiento de los acidos nucleicos (creando multiples copias de un fragmento
de genoma) fue el de Watson y Crick, al descifrar la estructura del DNA. Desde entonces,
varios grupos han mostrado un gran interés por desarrollar métodos sensibles y reproducibles
que les permitan estandarizar protocolos experimentales para estudiar los acidos nucleicos.
Es asi como han ido apareciendo diferentes tecnologias cuyos protocolos estan dirigidos al
estudio del DNA; probablemente, la mas importante sea la reacciéon en cadena de la
polimerasa (PCR, por sus siglas en inglés), desarrollada por Kary Mullis en 1983, y que
revoluciond la biologia molecular y la forma en como se estudiaban los acidos nucleicos en
ese momento. Esta técnica es considerada la mas revolucionaria del ultimo cuarto del siglo
XX. En el libro “Making PCR: a story of biotechnology”, Paul Rabinow cuenta en detalle los
acontecimientos histdricos que dieron lugar a la invencion de la técnica. Las primeras
técnicas genéticas utilizadas en el diagndstico microbioldgico se basaban en hibridacion con
sondas de DNA; aunque son de elevada especificidad, en general su sensibilidad no es
adecuada, se utiliza para microorganismos de lento crecimiento o de dificil aislamiento y
para aquellos procesos que por su gravedad puedan beneficiarse especialmente de un
diagnostico rapido [Cortazar M, A; et al, 2004; Hernandez H, F, C; et al, 2009; PCR: reaccioén
en cadena de la polimerasa. (Sin nimero); Rodriguez, S. 1.P; et al, 2004; Tamay de Dios L;
et al, 2013].

Actualmente sabemos que la mision de la PCR es copiar millones de veces una secuencia
especifica de DNA blanco mediante una poderosa catalisis llevada a cabo por una enzima
conocida como DNA polimerasa, de tal manera que cantidades pequenias de DNA pueden ser
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sintetizadas y copiadas fielmente para analizarse con diferentes fines. El desarrollo de esta
técnica permitié estudiar y manipular mejor al DNA, facilitando el establecimiento de
protocolos experimentales en biologia molecular [Tamay de Dios L; ef a/, 2013]. En principio
para practicarla bastaria una sola molécula, por ejemplo, del genoma humano (~6
picogramos), aunque habitualmente se emplean cantidades excesivas de éste (en el orden de
hasta microgramos). Ademas, por si estos atributos fueran pocos, la técnica es tan robusta
que puede usar como substrato para la reaccion al DNA, sin tener que purificarlo de su fuente
natural, por lo que, casi cualquier tipo de muestra puede ser utilizada para la realizacion de
esta técnica, la cual detecta (como ya se ha mencionado) el material genético (puede ser el
patdégeno en cuestion; estando el microorganismo vivo o inactivado), lo que nos da una
elevada sensibilidad; y por ello se puede utilizar sangre, suero, semen, tejidos embebidos en
parafina, lavados bronquiales, exudados de mucosas, raices de cabellos o cejas, extendidos
citolégicos, productos bioldgicos, entre otros; muchas veces basta una simple ebullicion de
la muestra para lisar, liberar y de paso desnaturalizar el DNA, dejandolo listo para la reaccion
[PCR: reaccion en cadena de la polimerasa. (Sin niimero)]. El progreso de esta técnica ha
sido muy notable y ha ido en paralelo con los nuevos retos para estudiar y comprender mejor
el rol de los genes, tanto en condiciones fisioldgicas como patoldgicas [PCR: reaccion en
cadena de la polimerasa. (Sin nimero); Tamay de Dios L; ef al, 2013; Rodriguez, S. L.P; et
al, 2004].

6.1 Proceso de la PCR

La exactitud y precision del diagnostico molecular se fundamentan en dos factores generales:
1) La gran consistencia de la secuencia nucleotidica en los segmentos “blanco” de DNA

2) La posibilidad de establecer en forma rapida, confiable, y actualmente, con mayor
sensibilidad la procedencia de los 4cidos nucleicos (ya que estos presentan segmentos
especificos para cada género, especie, tipo y cepa microbianos). La PCR es relativamente
facil de llevar a cabo, ya que s6lo requiere de un tubo de reaccion, de algunos reactivos y de
una fuente estable de calor. Adicionalmente, el DNA que se desea copiar puede encontrarse
puro o constituir una pequefia porcion de una mezcla compleja de materiales bioldgicos
[Garza, V.R; et al, (Sin afio de publicacion)].

Cabe senalar que la amplificacion de DNA por PCR requiere que exista al menos una
molécula intacta del DNA "blanco"; no obstante, cifras mayores aumentan la probabilidad
de que el proceso resulte exitoso. La cantidad total de DNA "blanco" utilizado en el PCR es
realmente pequeno: de 0.05 a 1.0ug, rango que asegura la deteccion de una copia tnica de
la secuencia "blanco" presente en la muestra. Adicionalmente, si la muestra no se encuentre
altamente purificada (si bien algunas impurezas tales como formaldehido, 4cido humico,
agentes quelantes, detergentes y metales pesados pueden impedir la amplificacion del DNA
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"blanco"); bajo tales condiciones resulta conveniente intentar la eliminacion de dichos
elementos o, por lo menos, su dilucion. En caso necesario, el DNA se puede purificar
mediante el tratamiento con fenol-cloroformo y precipitacion con etanol, o bien, por la
técnica de extraccion salina y precipitacion con etanol [Garza, V.R; et al, (Sin afo de
publicacién)].

La PCR es un procedimiento muy sensible que utiliza una polimerasa de DNA, en un
principio, la DNA polimerasa de la bacteria Escherichia coli (pero esta enzima resulta
desactivada debido a la alta temperatura requerida para desnaturalizar la doble cadena del
DNA, por lo cual debia agregarse enzima fresca al comenzar el tercer paso de cada ciclo)
[Cortazar M. A; et al, 2004]; este procedimiento permite amplificar y detectar de manera
especifica, a partir de una sola molécula blanco, secuencias particulares de DNA. La reaccion
depende de oligonucle6tidos cortos (cebadores o sondas) que tienen la secuencia adecuada
(complementaria) para hibridar en los extremos de cadenas sencillas del DNA blanco, las
cuales se obtienen mediante la desnaturalizacion del DNA original. Una vez unida, la sonda
sirve como ancla para que la polimerasa inicie la produccion de la cadena complementaria a
la secuencia blanco, de tal manera que se forman moléculas de DNA de doble cadena. La
desnaturalizacion de este DNA, la hibridacién con la sonda y la sintesis de la cadena
complementaria con ciclos repetidos permiten la obtencion de grandes cantidades de DNA
especifico del microorganismo investigado, lo cual facilita su deteccion [Hernandez H, F, C;
et al, 2009].

Para llevar a cabo la PCR se requiere de un aparato llamado termociclador, la primera
maquina termocicladora, "Mr. Cycle" fue creada por los ingenieros de Cetus para tratar esa
necesidad de agregar la enzima fresca a cada tubo de prueba después del calentamiento y del
proceso de enfriamiento. Sin embargo, este inconveniente fue solucionado de manera
ingeniosa cuando se la reemplaz6 por su equivalente de la bacteria "termofila" Thermus
aquaticus. En efecto, la DNA polimerasa de este microrganismo, denominada Taq
polimerasa, actlia eficientemente entre los 75°C y los 80°C y resiste mas de dos horas a 93°C.
La purificacion de la polimerasa de Taq dio lugar a la necesidad de una méaquina que realizara
un ciclo mas rapidamente entre diversas temperaturas. En 1985, Cetus se asocid con la
corporacion Perkin-Elmer e introdujo la DNA Termal Cycler. De esta manera es posible
mezclar todos los componentes de la PCR al comenzar el primer ciclo y la reaccion en cadena
puede llevarse a cabo mediante equipos automatizados que realizaran los ciclos térmicos
programados [Cortazar M. A; ef al, 2004].

La especificidad de la prueba se obtiene a partir de la utilizacion de secuencias
complementarias a la especifica del agente infeccioso (para este caso). En una reaccion
normal de PCR se utilizan los siguientes productos: DNA-Polimerasa termoestable (por
ejemplo, Taq polimerasa); un par de “primers” especificos para el agente infeccioso (primer
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forward y primer reverse); mezcla de desoxirribonucleotidos (ANTPs: dATP; dTTP; dCTP;
dGTP); tampodn de la polimerasa y el DNA molde. La variabilidad de la muestra, que sirve
de base para la PCR, es inmensa desde muestras de heces a muestras de tejidos. Aunque
algunos autores hacen referencia a los inhibidores de la PCR, que reducen la eficacia del
ensayo, hoy en dia es perfectamente posible a través de las técnicas de extraccion. La PCR
es una técnica rapida, sensible, especifica y fiable para la deteccion de agentes patdgenos. La
sensibilidad y especificidad de la PCR también varian de acuerdo con la preparacion de la
muestra, siendo bastante comunes contaminaciones [Oliveira, C, 2011].

Una reaccion de PCR consiste en una serie de ciclos, cada uno de los cuales implica
reacciones a temperaturas diferentes. Cada ciclo de PCR est4d constituido por tres fases
distintas: desnaturalizacion del DNA molde (a 94°C), emparejamiento, empalme o
alineamiento de los “cebadores” (40 a 72°C) y la sintesis o extension del DNA (a 72°C). La
desnaturalizacion consiste en la separacion de las cadenas de la doble hélice de DNA a través
del calor. Esta separacion es esencial para que en la segunda fase los dos “primers” se unan
a las secuencias de los pares de bases complementarias de la cadena molde. La temperatura
de esta fase varia, dependiendo de la composicion del primer y de su complementariedad con
el DNA objetivo. Los “primers” sirven, por lo tanto, de punto de partida para la replicacion
de DNA y para la extension. La enzima responsable de esta polimerizacién es la DNA
polimerasa termoestable. Asi, dos nuevas cadenas se sintetizan a partir de la cadena molde
en cada ciclo completo de PCR, luego ocurre un crecimiento exponencial, habiendo al final
de n ciclos dos veces mas copias que en el inicio [Oliveira, C, 2011].

El reconocimiento del material producido se obtiene mediante electroforesis en geles de
agarosa y la identificacion de bandas del tamafio molecular esperado por medio de tincidén
con bromuro de etidio. La sensibilidad y especificidad de la PCR han permitido el desarrollo
de métodos diagndsticos para una gran variedad de agentes infecciosos: bacterias,
protozoarios, virus y helmintos. La prueba de PCR descrita y que se trabajo en este proyecto
se conoce como de “punto final”, ya que la reaccion se detiene hasta que todos los reactivos
necesarios para la amplificacion se han utilizado [Hernandez H, F, C; et a/, 2009].

En el gel de agarosa existen diferentes “carriles” de corrimiento. En forma normal se utiliza
uno de estos carriles de los extremos para colocar un control o marcador de pares de bases
conocido, normalmente de 0 a 600 pares de bases (bp), con incrementos de 100 bp, seguido
se coloca un control positivo y negativo, ambos productos del PCR y en los carriles restantes
se coloca el producto del PCR obtenido de las muestras problema. Al aplicar la corriente
eléctrica los fragmentos de DNA tienden a migrar. Posteriormente el gel es tefiido con
bromuro de etidio (o algin colorante fluorescente) que solo se adhiere al DNA presente en
la agarosa del gel. El gel es visualizado con una ldmpara de luz ultravioleta y sé€ escanea o se
fotografia para dejar una evidencia fisica del corrimiento electroforético. Con la fotografiao
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imagen escaneada del gel se determina el tamafio de los fragmentos amplificados del
producto del PCR, comparandolo contra el control de pares de bases y el control positivo
[Lara, J., et al, 2006].

En resumen. La Reaccion en Cadena de la Polimerasa, es una prueba que se utiliza para
amplificar una porcién especifica del material genético del microorganismo (4cido nucleico).
Se extrae el acido nucleico especifico de la muestra (tejido) y se elimina el exceso de
proteinas y de substancias inhibitorias. El DNA es la muestra para iniciar la PCR, por ello
las bacterias y virus DNA pueden ser utilizados directamente para la prueba. En el caso del
material genético conformado por 4cido ribonucleico (RNA), se debe de convertir de RNA
en DNA, utilizando una enzima conocida como retrotranscriptasa o transcriptasa inversa, con
ello se crea un DNAc (4cido desoxirribonucleico complementario), para poder utilizar asi
una secuencia blanco adecuada para la prueba (Extraccion y purificacion de DNA).

6.2 Etapas basicas de la amplificacion (PCR de punto final)

Tres son los pasos a seguir y a repetir por cada ciclo de la PCR. A éstos comunmente se les
refiere como desnaturalizacion, alineamiento o alineacion y extension (elongacion o
prolongacion). Si de trabajar con DNA genémico se trata, regularmente se agrega una etapa
previa de desnaturalizacion a 94°C, para relajar las posibles estructuras secundarias y de otros
tipos. Después de concluida ésta, se repiten los diferentes ciclos en los que tanto la
temperatura como el tiempo seran especificos del producto a amplificar y del origen del acido
nucleico que servird, como ya se menciond, de plantilla o molde a copiar por la polimerasa
utilizada [Rodriguez, S. L.P; et al, 2004].

1. Desnaturalizacion: El sustrato de la enzima de la PCR es el DNA de simple cadena
que actua como molde para la sintesis de su nueva cadena complementaria. Mediante
un calentamiento a 94°C, el DNA de doble cadena logra que sus cadenas se separen
o desnaturalicen (figura 3).

Figura 8. Desnaturalizacion del DNA. Los puentes se rompen dejando al DNA en forma de
cadena sencilla, permitiendo asi exponer las diferentes bases nitrogenadas para la
hibridacion con los oligonucledtidos cebadores.
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Esta es una etapa critica, ya que es muy importante que el DNA molde se desnaturalice
completamente, lo que se consigue a temperaturas de 94°C, durante por lo menos un minuto.
Si la muestra tiene alto contenido de G+C, se recomienda aumentar de preferencia el tiempo.
Sin embargo, hay que tener en cuenta que la actividad de la enzima decrece de manera muy
rapida a partir de los 95°C (vida media a 92.5°C = 2h, a 95°C =40 min. y a 97.5°C =5 min.),
por lo que a estas temperaturas o superiores es aconsejable disminuir el tiempo de incubacion.
En la préctica se suele empezar con un periodo de desnaturalizacién prolongado (cinco
minutos a 94°C), para asegurarse que la desnaturalizacion se lleve a cabo a lo largo de toda
la molécula del DNA [Rodriguez, S. I.P; et al, 2004].

2. Alineamiento: La enzima, como todas las DNA polimerasas, necesita del grupo OH-
libre en el extremo 3" del iniciador ya apareado al sitio blanco de la amplificacion, a
partir de donde iniciar la sintesis. Este punto constituye el sitio de crecimiento de la
cadena complementaria al molde. Mientras que un cebador (referido como el 5" o
sentido) es complementario a la secuencia del extremo 5" de la regiéon del DNA molde
a amplificar, el otro es al extremo 3" de la misma, pero en la cadena opuesta (figura
3). El alineamiento especifico de ambos cebadores se produce a una temperatura
determinada por composicion de bases y oscila entre 40 y 72°C. Ambas cadenas
originales del DNA sirven simultdneamente como moldes para sintetizar sus
respectivas cadenas complementarias nuevas. Un aumento de temperatura favorece
la especificidad, ya que disminuye las uniones incorrectas de los cebadores con sitios
apodcrifos del DNA molde [Rodriguez, S. 1.P; et al, 2004].

Cacana malds srtirantdo.

Figura 9. Inicio de la reaccion de la PCR. Los cebadores complementarios que flanquean el
sitio a amplificar se enlazan formando puentes de hidrogeno. De esta manera la polimerasa
puede comenzar a extenderlos para copiar ambas hebras molde.
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3. Extension: Con el DNA molde de cadena sencilla, excepto en los sitios donde los
iniciadores se aparean, la polimerasa empieza a copiar la hebra, incorporando
desoxirribonucledsidos monofosfatos en direccion 5° — 37 (figura 4). Esta etapa
debe realizarse a una temperatura alta, que es la que coincide con la maxima actividad
de la polimerasa (72°C) para evitar alineamientos inespecificos de los iniciadores. El
tiempo de extension depende del tamano de la amplificacion, debiendo estimar 1 min.
para alargar 1000 nucleotidos. Es comun que al finalizar todos los ciclos se realice un
ultimo alargamiento por 5 min. a 72°C, para asegurarse que todos los productos de
amplificacion estén completamente terminados y tengan, por ende, exactamente la
misma longitud [Rodriguez, S. LP; et al, 2004].
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Figura 10. Progreso de la reaccion de la PCR. A la temperatura 6ptima de la DNA
Polimerasa Taq (72°C), la enzima agrega los dNTPs a partir del 5" hacia el extremo 3.

6.3 Ventajas y desventajas de la PCR

Durante los ultimos afios ha habido un aumento en las técnicas de diagnostico basadas en el
uso de PCR y por tal motivo existen mas variaciones de dicha técnica, €sta prueba tiene la
capacidad de amplificar rapidamente una cadena de DNA, ademas de ser una técnica muy
sensible y especifica, la region que se estd amplificando ofrece ventajas sobre las técnicas de
diagnostico tradicionales puesto que el microorganismo que se detecta no necesita ser
cultivado previamente o estar vivo, debido a que solamente se requiere la presencia de DNA.

Una serie de factores pueden tener un impacto significativo en la eficiencia y especificidad
de la PCR, incluyen: el disefio de “primers”, los parametros de PCR (ntimero de ciclos,
tiempos y temperaturas de los ciclos) y la composicion de la mezcla de PCR. El disefio
cuidadoso de los “primers” es necesario para obtener los productos deseados en gran
cantidad, para suprimir la amplificacion de secuencias no requeridas y para facilitar la
consecuente manipulacion de los productos amplificados. Una vez que la reaccion de PCR
es capaz de amplificar millones de veces una sola molécula de DNA, se deben tomar
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precauciones para evitar las contaminaciones de la muestra con DNA exdgeno. En la mayoria
de las aplicaciones de PCR, el pardmetro mas critico es la temperatura de emparejamiento de
los “oligonucleotidos” utilizados [Oliveira, C, 2011].

Si la temperatura es muy alta, muy proéxima o superior a la Tm (temperatura de fusion o de
melting) de los oligonucleotidos, estos se ligan mal o no se conectan y la amplificacion es
muy baja o inexistente. Si la temperatura es muy baja, puede ocurrir una conexion
inespecifica de los cebadores, resultando en la amplificacion de fragmentos no deseados. Se
puede mejorar la especificidad del PCR alterando la temperatura de hibridacion de los
“primers” en gradientes controlados de temperatura (cambios sucesivos de 0,5-1°C). La
temperatura maxima de emparejamiento es determinada por la Tm del primer. Ademas de la
temperatura de emparejamiento, también el magnesio (Mg?") influye en el rendimiento de la
PCR. Todas las DNA polimerasas termoestaticas requieren para su actividad cationes
divalentes libres (por ejemplo, Mg>"). El exceso de este compuesto lleva al aumento de
conexiones inespecificas de los oligonucletidos, resultando en la amplificacién de
fragmentos no pretendidos. Por otro lado, la baja concentracion de Mg?* estd asociada a
débiles amplificaciones o incluso inexistentes. La concentracién 6ptima de Mg** debe
determinarse empiricamente para cada combinacion de “primers” y cadena de ADN, ya que
depende de estos dos agentes [Oliveira, C, 2011].

Esta técnica de diagnostico es mas sensible que la serologia, ya que se ha demostrado que
cerdos vacunados con una vacuna de subunidades conteniendo las toxinas Apx I, Apx Il y
Apx III resultan negativos a la técnica de ELISA [Dreyfus, A; et al, 2004]. Por lo tanto, en
el cuadro niamero 4, se mencionan las principales ventajas y desventajas que ocurren al
momento de llevar a cabo la técnica de PCR.

Cuadro nimero 4. Ventajas y desventajas de la PCR [Programa de Formacion del
Profesorado UNED, 2000].

Principales ventajas de la reaccion Principales desventajas de la reaccion

I. Rapidez y sencillez de uso. I. Necesidad de disponer de informacion
sobre la secuencia del DNA diana

La PCR permite clonar DNA en pocas
horas, utilizando equipos relativamente | Para poder construir oligonucledtidos
poco sofisticados. Una reaccion de PCR | especificos que actien como cebadores para
tipica consiste en 30 ciclos de | la amplificacion selectiva de una secuencia
desnaturalizacion, sintesis y reasociacion. | particular de DNA se necesita disponer de

Cada ciclo dura tipicamente de 3 a 5 | alguna informacién previa sobre la propia
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minutos y se utiliza un termociclador que
lleva un microprocesador para programar
los cambios de temperaturas y el numero de
ciclos deseado. Esto supera ampliamente el
tiempo requerido para la clonacion en
células, que suele ser de semanas, o incluso
meses. Por supuesto, el disefio y sintesis de
los oligonucle6tidos cebadores también
lleva tiempo, pero este proceso ha sido
simplificado gracias a la aparicion de
programas informaticos para el disefio de
los cebadores, y a la proliferacion de casas
comerciales especializadas en la sintesis de
oligonucledtidos por encargo. Una vez que
se pone a punto, la reaccion puede ser
repetida de forma sencilla.

secuencia a amplificar. Esto implica, por
regla general, que la region de interés ya
haya sido parcialmente caracterizada, a
menudo mediante la aplicaciéon de métodos
de clonacion basados en sistemas celulares.
Sin embargo, y para casos concretos, se han
desarrollado varias técnicas que reducen o
incluso hacen desaparecer esta necesidad de
disponer de informacidén previa sobre la
secuencia del DNA diana.

II. Sensibilidad.

La PCR puede amplificar secuencias a partir
de cantidades infimas de DNA diana,
incluso a partir de DNA contenido en una
sola célula. Esta elevada sensibilidad ha
permitido el desarrollo de nuevos métodos
para el estudio de la patogénesis molecular
y la aparicion de numerosas aplicaciones
(ciencia forense, diagnoéstico, estudios de
paleontologia molecular, ente otros) donde
las muestras pueden contener muy pocas
células. Sin embargo, el hecho de que el
método tenga una sensibilidad tan elevada
significa también que se deben extremar las
precauciones para evitar la contaminacion
de la muestra con DNA extrafio.

II. Tamaiio corto de los productos de la
PCR

Una desventaja clara de la PCR como
método de clonacion de DNA ha sido el
tamafio de las secuencias de DNA que
permite clonar. A diferencia de la clonacién
de DNA en células, donde pueden clonarse
secuencias de hasta 2 Mb, la informacién de
que se dispone sobre la mayor parte de
secuencias clonadas por PCR sitaa el
tamafio de los fragmentos clonados entre 0
y 5 Kb, tendiendo hacia el extremo inferior.
Los fragmentos pequefios se amplifican
muy facilmente, pero conforme aumenta su
tamafio se hace mas dificil obtener una
amplificacion eficiente. En la actualidad sin
embargo ya es posible amplificar secuencias
por PCR de tamaifios entre 20 y 40 Kb.

II1. Robustez.

III. Infidelidad en la replicacion del DNA
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La PCR permite la amplificacion de
secuencias especificas de material que
contiene DNA muy degradado, o incluido
en un medio que hace problematica su
purificacion convencional. Esto hace que el
método resulte muy adecuado para estudios
de antropologia y paleontologia molecular,
por ejemplo, para el andlisis de DNA
recuperado de individuos momificados y
para intentar identificar DNA de muestras
fosiles que contienen poquisimas células de
criaturas extintas hace ya mucho tiempo. El
método se ha empleado con éxito también
para la amplificacion de DNA de muestras
de tejidos fijadas con formol, lo cual ha
tenido  importantes  aplicaciones
patologia molecular.

cn

La clonacion del DNA en células pasa por
la replicacion del DNA in vivo, proceso
asociado a una gran fidelidad de copiado
debido a la existencia, en la célula, de
mecanismos de lectura y correcciéon de
errores. Sin embargo, cuando el DNA se
replica in vitro la tasa de errores cometidos
durante el copiado se dispara. Ya se ha
comentado anteriormente que la Taq
polimerasa utilizada en la reaccion no tiene
actividad exonucleasica.

IV. Peligro de contaminacion

La facilidad con que se amplifica el DNA
exige evitar el peligro de contaminacion
inherente al poder multiplicador de la
reaccion. En un tubo en el que se ha
realizado una reaccion de PCR hay tal
cantidad de DNA, que al salir caliente del
termociclador y abrir este, el vapor alcanza
el ambiente del laboratorio. "Si se pasa un
papel de filtro por los pomos de las puertas,
o la superficie del termociclador, se puede
rescatar suficiente DNA como para obtener
una senal".

Como se muestra en el cuadro nimero 4, a pesar de las ventajas de sensibilidad, velocidad y
especificidad, existen algunos factores que pueden afectar significativamente a la técnica de
PCR. Desde el inicio de la utilizaciéon de la PCR en el diagnostico de enfermedades, un
problema para los laboratorios ha sido la elevada sensibilidad de la reaccion. Esta
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sensibilidad a menudo lleva a falsos positivos. Normalmente, la causa de falsos positivos es
la contaminacidn de las reacciones de prueba de PCR con productos de reacciones anteriores.
Actualmente, la mayoria de los laboratorios de diagnodstico utilizan protocolos para
minimizar la posibilidad de contaminacion. Estos incluyen separar fisicamente las areas
donde se preparan las reacciones ¢ incluir controles negativos en el analisis (por ejemplo,
agua) [Oliveira, C, 2011].

Justificacion:

Los signos clinicos de la enfermedad varian con la edad del animal, su estado inmunitario,
las condiciones ambientales, el grado de exposicion al agente infeccioso, por lo que el curso
clinico de la enfermedad puede adoptar tres formas distintas: hiperaguda, aguda o crénica.
El cuadro hiperagudo y agudo es tipico de explotaciones libres del agente mientras que el
cuadro cronico estd mas relacionado con areas donde la enfermedad presenta caracter
endémico. Por lo general afecta a los cerdos entre las 8-18 semanas de vida. Tanto la
morbilidad como la mortalidad pueden ser exacerbadas por la presencia de patologias como
la enfermedad de Aujeszky y PRRS. Se considera, por regla general, que la incidencia de la
pleuroneumonia porcina estd ligada a variacion estacional siendo normal observar
expresiones clinicas en épocas frias del afio. No obstante, existen autores que consideran que
la incidencia de la enfermedad se mantiene a lo largo de todo el afio. Una de las razones por
las que las infecciones por este microorganismo sean subdiagnosticadas se debe a las enormes
variaciones entre las distintas cepas y serotipos de App, por tal motivo no siempre es posible
identificar correctamente a este agente etioldogico mediante los métodos comunes de
diagnostico [Dreyfus, A; et al, 2004]. Existen diferentes técnicas de diagnéstico para
demostrar la infeccion por App; uno de ellos es la PCR, que puede realizarse a partir de
aislados bacterianos o directamente de tejidos. Cuando los cerdos han sido tratados con
antibidticos y no es posible aislar la bacteria, se usa la PCR como herramienta alternativa
para la deteccion, ya que son una buena e infalible opcion para llevar a cabo un diagnostico
certero y confiable de este microorganismo ya que, por su alta sensibilidad, puede amplificar
secuencias a partir de cantidades infimas de DNA diana, incluso a partir de DNA contenido
en una sola cé€lula, y por consiguiente es una excelente forma para realizar el dictamen. Por
esta razon, en el presente trabajo se llevara a cabo la estandarizacion de oligonucledtidos
especificos, asi como la técnica de PCR para la identificacién de App a partir de diferentes
muestras de tejidos.
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7. Objetivos
7.1 Objetivo general o principal:

Realizar la deteccion de Actinobacillus pleuropneumoniae en muestras de tejido de cerdos
provenientes de distintas granjas porcicolas de la zona del bajio de la republica mexicana,
llevando acabo las correctas condiciones experimentales (como son buen manejo de las
muestras, preparacion adecuada del material a utilizar, esterilizacion, entre otros) para lograr
la estandarizacion de los oligonucledtidos especificos y posteriormente realizar la técnica de
PCR de punto final para la deteccion de App y asi, determinar la presencia de la bacteria en
diferentes tejidos porcinos propios del estudio.

7.2 Objetivos especificos o secundarios

e Extraer al Actinobacillus pleuropneumoniae a partir de distintas muestras de tejido
como son: pulmones, corazon y tonsilas; provenientes de diversas granjas porcicolas
del bajio.

e Estandarizar el uso de cebadores especificos para Actinobacilluspleuropneumoniae
en muestras de tejido.

e Utilizando la técnica de Reaccion en Cadena de la Polimerasa y la posterior
electroforesis, confirmar la presencia de Actinobacillus pleuropneumoniae en
distintas muestras de tejido, para asi, realizar el diagnostico certero sobre la presencia
de App en los cerdos.

8. Materiales y métodos (Metodologia)
8.1 Lugar donde se trabajaron las muestras

Las muestras fueron procesadas en el laboratorio de virologia del edificio de posgrado en
Campo 1 de la Facultad de Estudios Superiores Cuautitlan, UNAM.

8.2 Raza de los animales

Las muestras de los cerdos trabajados en este estudio, provienen de cerdos de raza hibrida,
provenientes de granjas porcicolas del bajio de la Republica Mexicana.
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8.3 Muestreo y tamaiio de la muestra

Las muestras se trasladaron en recipientes de unicel, dentro de los cuales llevaban
refrigerantes, manteniendo asi la integridad de las muestras hasta su posterior llegada al
laboratorio de virologia en la Facultad de Estudios Superiores Cuautitlan, UNAM, del
edificio de posgrado Campo 1; una vez llegadas las muestras a la facultad, se refrigeraron a
una temperatura de -20°C; estas muestras fueron tomadas de las granjas de forma aleatoria
de cerdos con presencia de sintomas de una edad no mayor a dos afos de vida y
posteriormente sacrificados, fue un muestreo de distintos 6rganos de 30 cerdos (un 6rgano
por cada cerdo) provenientes de granjas reportadas con problemas respiratorios. Para la toma
de muestra y su posterior analisis, se realizaron en primera instancia, las condiciones debidas
de esterilidad, se tom6 al 6rgano infectado (pulmoén, corazén y tonsilas) y se realizo la
diseccidn aséptica de los 6rganos infectados, para ello se realizé una esterilizacion en “cruz”
(o en “x”), se tomaron: una espatula, pinzas y tijera quirtirgica punta roma y se colocaron en
alcohol al 70%; se tomo la espatula, se flameo por unos segundos y se hizo presion en la zona
con el dafio (dos veces formando una cruz), donde se observa una coloracién obscura, muy
opaca en comparacion con las otras partes del érgano que son de un color rojizo, notandose
la presencia de la enfermedad.

Se procede a tomar las pinzas y las tijeras (de igual forma flameando unos segundos los
instrumentos), se corta el lugar esterilizado por la espitula, tomando 0.5cm?
aproximadamente de profundidad, se desecha dicho producto en su respectivo recipiente de
desechos y se toma por segunda ocasion de 0.5 a 1.5cm? de profundidad (aproximadamente)
para tomarlo como muestra, recordando tomar por duplicado. Se realizd el mismo
procedimiento del lado opuesto de donde se tomo la primera muestra. Posterior a la toma, se
macerd un pequefio fragmento de la muestra en maceradores tipo Tem Broek con 5 ml de
PBS (“Solucion amortiguadora” de fosfatos) estéril, después de que el tejido se disgregod
completamente, se pasa a tubos y se congelan a -20°C. Las muestras se transportaron en tubos
eppendorf estériles y se conservaron a una temperatura de -20°C. Los 6rganos se colocaron
en una bolsa de nylon auto sellable.

8.4 Caracteristicas de las granjas porcicolas

Son granjas convencionales y productoras de lechones ubicadas en la zona del bajio de la
Repuiblica Mexicana.

8.5 Cerdos del estudio

Se recibieron un total de 30 muestras (un 6rgano por cada cerdo), provenientes de distintas
granjas de la zona del bajio.
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8.6 Obtencion y preservacion de la muestra de tejido

Las muestras al ser provenientes de distintas granjas del bajio, se identificaron con nombre
de la granja, nimero progresivo por animal y fecha de la obtencion de muestra; las muestras
fueron trasladadas con refrigerantes y se mantuvieron a 4°C hasta su uso en la extraccion de
DNA.

8.7 Técnica de PCR

La técnica del PCR de punto final se utiliz6 para determinar la presencia de, Actinobacillus
pleuropneumoniae, presente en distintas granjas porcicolas provenientes del bajio. Se contod
con Termociclador Techne Progene FPROGO02Y, un sistema de electroforesis horizontal In
Vitro Gene, fuente de poder para electroforesis CONSORT 1200V-500mA ES815.

8.8 Aislamiento e Identificacion de las bacterias como control positivo

En primera instancia se trabajo con diferentes cepas de serotipos de App, estas muestras se
tomaron de la cdmara criogénica utilizdndose un total de 3 tubos por cada serotipo, las cuales
son correspondientes a los serotipos 1, 3 y 5 y fungirdn como control positivo; cabe
mencionar que estas cepas ya han sido identificadas como App y para cerciorarse de que no
hayan presentado alguna contaminacion al momento de descongelarse y reactivarse, se
realiz6 lo siguiente: Se sembraron 25uL de la muestra en Agar Infusién Cerebro Corazén
(Agar BHI) con una cepa nodriza de Staphylococcus aureus con estria de Cowan, se les
realizaron pruebas bioquimicas primarias y posteriormente se sembraron en medios con Agar
PPLO + NAD" (todos los medios fueron preparados segin las especificaciones del
proveedor) para identificar si las cepas no estan contaminadas, nuevamente se les realizaron
las pruebas bioquimicas primarias para corroborar que efectivamente era la bacteria adecuada
y en caso de que presente contaminacion se realizard el siguiente procedimiento:

1.- Su posterior aislamiento por la técnica de sembrado en diluciéon americana.

2.-Una vez teniendo el crecimiento de la bacteria (pasada 24 hrs. de incubacion) se le
realizaran pruebas de identificacion, como son la tincion de Gram y las pruebas de catalasa
y oxidasa para verificar el resultado acertado sobre el crecimiento del App, sin
contaminacion.

3.- Se resembraré en los medios de BHI (con estria de Cowan) y en medios PPLO + NAD,
observar el satelitismo de la bacteria confirmando que el producto obtenido es realmente App
junto con las pruebas realizadas en el paso nimero 2 y se procedera a tomar la muestra de
esa parte para sembrar en otras cajas y su posterior uso para realizar la biomasa.
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8.9 Preparacion de la biomasa

Al tener la certeza de que las bacterias en las placas de Petri son 4pp, se prepararon caldos
nutritivos a base de PPLO +NAD"; se tom6 un pequefio trozo de Agar PPLO + NAD" (donde
ya estaba la bacteria identificada) para cada placa de Petri proveniente de cada serotipo y se
colocaron dentro de los diferentes matraces, dejandolos en agitacion constante en la
incubadora (Precision Scientific Reciprocal Shaking Bath, Model 25) a una temperatura de
37°C por 24 hrs., Pasado el tiempo de 24 hrs., se tomaron los matraces, se colocaron en
condiciones Optimas de esterilidad, se colocaron tubos de plastico especiales para
centrifugacion (ya estériles) y se pasoé el caldo en cada tubo, evitando que se fuera el agar
hacia dentro del tubo, se calibrdé a un mismo volumen y se utiliz6 la centrifuga IEC DPR-
6000 a 5,000 r.p.m. o 500,000 fuerzas g por 30 minutos a una temperatura de 5 a 10°C
aproximadamente. Posteriormente, se elimino el sobrenadante y se recolectd el precipitado
en tubos eppendorf estériles.

8.10 Extraccion de DNA para tejidos

Se utilizo el equipo de diagnostico (kit) Wizard® Plus SV Minipreps DNA Purification
System, como se muestra en la figura 11, para la obtencién del DNA proveniente de tejidos,
mediante el siguiente protocolo:

e Extraer ' cm’® de tejido y colocarlo en un tubo eppendorf estéril.

e Agregar 250uL de CRA (solucion de resuspension de Himol), se mezcla por pipeteo
0 por vortex.

e Agregar 250uL de CLA (solucion de lisis celular), mezclar por inversion 4 veces sin
vortexear, se incubd a temperatura ambiente por 5 minutos.

e Adicionar 10pL de solucion de proteasa alcalina, mezclar por inversion 4 veces e
incubar a temperatura ambiente por 5 minutos.

e Agregar 350uL de NSB (solucion neutralizadora), mezclar por inversion 4 veces.

e Centrifugar a 14,000xg en microcentrifuga por 10 min. a temperatura ambiente.

e Insertar la columna en el tubo colector y transferir el sobrenadante a la columna

(£850uL) sin nada de pastilla.

Centrifugar a 14,000xg por 1 minuto a temperatura ambiente.

Descartar el liquido del tubo colector.

Colocar nuevamente la columna en el tubo colector.

Agregar 750uL de CWA en la columna.

Centrifugar a 14,000xg por 2 minutos a temperatura ambiente.

e 1 & 1

Transferir la columna a un tubo eppendorf nuevo, estéril y especificamente para PCR

Agregar 100uL de agua libre de nucleasas.
—  Centrifugar a 14,000xg por 1 minuto a temperatura ambiente.
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[ Descartar la columna
e Realizar una dilucién 1:10 del DNA.
e Congelar a -20°C hasta su uso.

Figura 11. Equipo de diagnostico (kit) Wizard® Plus SV Minipreps DNA Purification
System

8.11 Estandarizacion de los “primers”, preparacion de la PCR de punto final y
amplificacion

Se sintetizaron una serie de Oligonucledtidos para amplificar, posteriormente se corrid6 PCR
de punto final utilizando el kit para PCR Master Mix Promega® para 100 reacciones No.
Catalogo M7502. Se realizd una mezcla bajo condiciones de esterilidad para el PCR
(volumen total de mezcla 50uL); 2.0uM de cloruro de magnesio, 200uM de concentracion
para cada desoxinucleodsido trifosfato; 0.25uM de los primers APXIVA1 y APXIVA3, y de
30 a 50ng de DNA gendmico templado (aislado mediante el uso de un equipo de diagnostico
(kit) Qiagen DNA Mini); 25uL del PCR master mix, SpL (50uM) de cada oligonucleo6tido
usado, 3uLL de DNA problema a una dilucion 1/10 y finalmente 12pL de agua para PCR. Se
utiliz6 un termociclador Techne Progene FPROGO02Y a las condiciones descritas en el cuadro
numero 5.
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CUADRO 5: Secuencia de los primers utilizados en la PCR para Actinobacillus
pleuropneumoniae [Janine T. Bossé; et al, 2014; L. Zhou; et al, 2011]:

F TTATCCGAACTTTGGTTTAGCC
R CATATTTGATAAAACCATCCGTC
APXIV 1 ciclo de 40°C por 2 min; 1 ciclo de 95°C por 15 | 418 pb
Al Condici minutos para la desnaturalizacion; 30 ciclos de 94°C por
) OnGICIONes | minuto, 62°C por 1 minuto, y 72°C por 1 min. 30s para
la alineacién; y 1 ciclo de 72°C por 7 min. para la
extension.
F TTATCCGAACTTTGGTTTAGCC
R CATATTTGATAAAACCATCCGTC
APXIV 1 ciclo de 40°C por 2 min; 1 ciclo de 95°C por 15 | 417 pb
o minutos para la desnaturalizacion; 30 ciclos de 94°C por
A-3 | Condiciones

1 minuto, 62°C por 1 minuto, y 72°C por 1 min. 30s para
la alineacién; y 1 ciclo de 72°C por 7 min. para la
extension

F: forward; R: reverse; Pb: Pares de bases (tamafio molecular)

Los productos de amplificacion obtenidos se corrieron en geles de agarosa al 1.5%
preparados con TAE 1X, y se utiliz6 un marcador de peso molecular HyperLadder® 100bp,
mezclado con una solucidon amortiguadora de carga en un sistema de electroforesis horizontal
(In Vitro Gene). Se ajusto la corrida electroforética de 110 — 115V durante 50 minutos. Los
geles se revelaron en un transiluminador para analizar las bandas obtenidas. Tanto el DNA
obtenido de la extraccion como los productos de PCR se guardaron en un equipo REVCO®
a una temperatura de -20°C. Esperando obtener un tamafio de producto de 417-418 pb.
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9. Resultados

Se aislo App de las muestras con pleuroneumonia porcina y se confirmo6 la identidad de la
bacteria mediante su caracterizacion bioquimica y su pureza por tincion Gram. Los pulmones
considerados con lesiones cronicas fueron aquellos que presentaban dafio necrético bilateral
(Fig. 12 y 13) (Ajito, et al., 1996; Baarsch, et al., 1995). Los pulmones presentan regiones
macroscopicas de inflamacion, hemorragia y necrosis de tamafo variable. La respuesta
inflamatoria pulmonar se caracteriza por hemorragias, infiltracion neutrofilica y exudado
fibrinoso, en las primeras etapas de la infeccion. En etapas posteriores se observa tanta
infiltracion por macroéfagos como fibrosis alrededor de las zonas de necrosis (Leidy, J. G. V,
2016).

Figura 12: 1 - Area necrética dentro de la Figura 13: 4 - Lugar de la toma
lesiéon pulmonar. 2 - Zona de demarcacion, de muestra.

area fronteriza con lesién pulmonar. 3 - Area

no afectada visualmente.

Las bacterias aisladas y purificadas en los diferentes medios de cultivo, se colocaron en la
incubadora a 37°C por 24 hrs, posteriormente se les realizo la tincion de Gram dando como
resultado Gram negativas observandose bacilos cortos a un aumento de 100X (Fig. 14). En
el agar BHI con la estria de COWAN, a tras luz, se observo el satelitismo, era evidente el
crecimiento de las colonias alrededor de la cepa nodriza (Fig. 15), en el agar PPLO+NAD se
observa a la bacteria ya purificada (Fig. 16).
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Placas de petri:

Figura 14: Las bacterias aisladas Figura 15: 1- Se observa el
mostraron tener la forma de satelitismo alrededor de la cepa
bacilo y fueron Gram negativas nodriza en agar BHI

Figura 16: Se observan: 2- Las
bacterias ya purificadas en el
Agar PPLO con el suplemento de
NAD

En el cuadro nimero 6, se observa las diferentes pruebas bioquimicas a las que se sujetaron
las bacterias, lo cual permiti6 identificar correctamente 4. pleuropneumoniae.
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Cuadro 6: Pruebas de identificacion realizadas:

Prueba A. A. suis H. parasuis | P. multocida
pleuropneumoniae

Ureasa + + - -

CAMP + - - -

Catalasa + +

Oxidasa +

En el cuadro niimero 6, se pueden observar las pruebas de identificacion que se realizaron
para corroborar que la bacteria a estudiar era efectivamente 4. pleuropneumoniae, haciendo
también una comparacion con otros tipos de cepas.

Se procesaron un total de 30 muestras de diferentes tejidos, las cuales, correspondieron a
distintas granjas provenientes del bajio de la Republica Mexicana. En la figura 17, se muestra
uno de los corrimientos que se realizaron a las muestras de los serotipos ya purificados en
gel de agarosa, al 1.5% mediante electroforesis, proveniente de la estandarizacion de los
primers.

Figura 17. Prueba para el serotipo: Resultado efectivo para el control positivo de la
bacteria Actinobacillus pleuropneumoniae proveniente de cepas purificadas a un
tamano de 418pb; se observa el marcador de peso molecular, abreviado como M.P.M.
(izquierda) y la muestra positiva (derecha).
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En la figura 18, se observa uno de los productos amplificados obtenidos empleando DNA de
distintos aislados de App de una de las granjas muestreadas. La interpretacion de la técnica
consiste en tomar como positivas a aquellas muestras donde las bandas de DNA amplificado
se acercan a la banda del marcador, a una altura de aproximadamente 417 - 418pb. La muestra
del cuarto carril se puede observar como positiva a la identificacion de App.

 Estandari;

Carill ' Carril2
M.P.M. - Control

Figura 18. Prueba con el control positivo (serotipoluno) y muestra de tonsila: Se
observa (de izquierda a derecha) el marcador de peso molecular (primer carril), el
control positivo (segundo carril), el control negativo (tercer carril), muestra positiva
(cuarto carril).

En la figura 19 se observa la electroforesis de muestra positiva de pulmon

Muestra Eontrol {+) Control (=) NM.PM
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Figura 19. Electroforesis de pulmon: De izquierda a derecha se observa la muestra
positiva de pulmon, seguido del control positivo (serotipo tres), el control negativo y el
marcador de peso molecular.

En la figura 20 se observa la electroforesis de macerado de pulmon.

Electroforesis de macerado de pulmon

Carril 1 Carril 2 Carril3  Carril4  CarrilS Carril6 Carril7  Carril8
M.P.M. cantrol +) '
1000-

Figura 20. Electroforesis de macerado de pulmén: Se observa (de izquierda a derecha)
el marcador de peso molecular, el control positivo (serotipo cinco) para el primer
carril, en el segundo, en el tercer, en el cuarto, en el quinto, en el sexto y en el séptimo
carril se observa un resultado negativo (debido a que no hay banda) y en el octavo
carril la muestra positiva de macerado de pulmon.

2N
@ 2




En la figura 21, 22 y 23, se observan la secuencia de los “primers” utilizados para la
identificacion de los serotipos 1, 3 y 5 de A. pleuropneumoniae.

En la figura 21, se observa la secuencia de los cebadores utilizados para la identificacion del
serotipo 3 de A. pleuropneumoniae; se puede observar, la secuencia correspondiente de 5’-
>3’ de los “primers”, el primer oligonucleotido tiene una longitud de 22, una Tm (se define
como la temperatura a la que se ha desnaturalizado la mitad del DNA de la muestra que
estamos calentando. Por tanto, cuanto mayor es la densidad del DNA, mayor es su contenido
en G+C y mayor es su temperatura de fusion (Tm)) de 56.70, el porcentaje de Guanina y
Citocina y sus respectivas autocomplementariedades.

Posteriormente se observa una longitud de producto de 418pb, el cebador delantero, en la
primera posicion se localiza en el nimero 1122018 de empalme y termina en la posicion 22
del lugar 1121997, el “primer” reverso de la primera posicion de empalme, se localiza en el
nimero 1121601 y termina en la posicion 23 en el nimero 1121623.

Primer pair 1

Sequence (5'-*37 Length Tm GC% Self complementarity Self 3’ complementarity
Forward primer TTATCCGAACTTTGGTTTAGCC 22 5670 4091 5.00 3.00
Reverse primer CATATTTGATAAAACCATCCGTC 23 5392 3478 B0 1.00

Products on target templates
=CPO00EEY. 1 Actinobacillus pleuropneumaniae seravar 3 str. JLO3, complete genome

product length = 418
Forward primer 1 TTATCOOAACTTTEATTTAGCC 22
Template 1122B18 e i ie e 1121937

Reverse primer 1 CATATTTIATAAASCCATCOOGTC 23
Template O 1121623

Figura 21. Secuencia de los “primers” utilizados para la identificacion del serotipo 3 de
A. pleuropneumoniae; se puede observar, la secuencia correspondiente de 5°->3" de los
primers utilizados, la Tm, el porcentaje de Guanina y Citocina y sus respectivas
autocomplementariedades, la longitud de producto de 418pb, el “primer” delantero, el
“primer” reverso.
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Figura 22, serotipo 1

=CPO29003.1 Actinobacillus pleuropneumoaniae serovar 1 str. 4074 chromosome, complete genome

product length = 415

Forward primer 1 TTATCCOAACTTTOGTTTAGCC 22
Template T 1192756
Reverse primer 1 CATATTTOATAMAACCATCCGTC 23
Template I B 1192382

Figura 22. Se Observa el empalme del serotipo 1, a una longitud de producto de 418pb,
el “primer” delantero en la primera posicion de 1192777 de empalme y termina en la
posicion 22 del lugar 1192756, el “primer” reverso de la primera posicion se localiza en
el nimero 1192360 de empalme y termina en la posicion 23 en el nimero 1192382.
Tomado de: https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/ el dia 10 de junio de 2018

Figura 23, serotipo 5b

>CPO00SES. T Actinobacillus pleuropneumoniae L20 serotype Sb complete genome

product length = 418

Forward primer 1 TTATCOGAACTTTAGTTTAGLE 22
Template 1156120 it e i i e m e a s 1156899
Reverse primer 1 CATATTTEATAASACCATCCATC 23
Template B 1155725

Figura 18. Se Observa el empalme del serotipo 5b, a una longitud de producto de 418pb,
el “primer” delantero en la primera posicion de 1156120 de empalme y termina en la
posicion 22 del lugar 1156099, el “primer” reverso de la primera posicion se localiza en
el nimero 1155703 de empalme y termina en la posicion 23 en el nimero 1155725.
Tomado de: https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/ el dia 10 de junio de 2018

Los “primers” no son especificos porque tienen el mismo tamafo, por el peso y el
desplazamiento, al tener todos el mismo tamatfio, los oligonucleotidos solo lo identifican, no
diferencian entre serotipos
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En el cuadro numero 7, se localiza el nimero total de muestras analizadas, asi como su

posterior resultado.

Numero Organo Macerado Resultado Granja
1 Pulmén No Negativo 1
2 Tonsila No Negativo 1
3 Pulmén No Negativo 1
4 Tonsila No Negativo 1
5 Tonsila No Negativo 1
6 Pulmén No Negativo 1
7 Tonsila No Negativo 1
8 Pulmén Si Negativo para ambos casos 2
9 Tonsila Si Negativo para ambos casos 2
10 Pulmon Si Negativo para ambos casos 2
11 Tonsila No Negativo 2
12 Tonsila No Negativo 3
13 Pulmén No Negativo 3
14 Pulmén Si Negativo para el 6rgano soélido, 4

Positivo para el macerado
15 Pulmon Si Negativo para el 6rgano soélido, 4

Positivo para el macerado
16 Pulmon Si Negativo para el 6rgano sélido, 4

Positivo para el macerado
17 Pulmén Si Negativo para ambos casos 4
18 Tonsila Si Positivo para ambos casos 4
19 Corazén No Positivo 5
20 Tonsila Si Positivo para ambos casos 6
21 Pulmon Si Negativo para ambos casos 5
22 Pulmén Si Negativo para ambos casos 7
23 Tonsila No Negativo 7
24 Tonsila Si Negativo para ambos casos 7
25 Sin identificar Si Negativo para ambos casos 7
26 Sin identificar Si Negativo para ambos casos 7
27 Sin identificar No Negativo 7
28 Tonsila Si Negativo para ambos casos 8
29 Pulmoén Si Negativo para ambos casos 9
30 Pulmén Si Negativo para ambos casos 9
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En el cuadro nimero 7, se muestra el nimero asignado al 6rgano, el 6rgano, si hubo o no
macerado, el resultado, si fue positivo o no a la reaccion de PCR (también para el macerado)
y el nimero de la granja de la cual es proveniente la muestra.

10. Discusién

Las enfermedades pulmonares, en particular las neumonias, son una causa importante de
pérdidas en la produccion, principalmente en relacion con la mortalidad porcina. La etiologia
de las neumonias es a menudo compleja, con interacciones entre patdgenos y factores
ambientales resultando en supresion de las defensas del pulmon y subsecuente ocurrencia de
enfermedad. En algunos casos esto puede llevar a la muerte, mientras que, en otros, la
enfermedad puede retroceder a lo largo de la vida, teniendo un significante efecto negativo
en el desempeno del animal. En la mayoria de los casos, la mayoria de los patégenos
especificos han sido implicados en las neumonias en cerdos, como son: Actinobacillus
pleuropneumoniae, Mycoplasma hyopneumoniae y Pasteurella multocida siendo los mas
comunmente encontrados causando bronconeumonia en cerdos abatidos (Dal Bem, E, L,
2008).

La pleuropneumonia porcina, cuyo agente etioldgico es el Actinobacillus pleuropneumoniae,
se caracteriza por el desarrollo de bronconeumonia necrosante y hemorréagica, con exudacion
de fibrina, causando pleuritis. La presentacion severa, y muchas veces fatal, determina
perjuicios a la industria porcina (Desrosiers, 1998; Fenwick, B & Henry, S, 1994; Mores, et
al., 1984). La correcta identificacion del patdgeno es necesaria para la adopcion de métodos
de control y profilaxis.

Algunos patdgenos respiratorios como Pasteurella multocida, tienen capacidad de adherirse
e invadir diferentes tipos de células epiteliales, estas endocitan a la bacteria sin formar
fagosomas, si no que modifica el citoesqueleto, la produccion y distribucion de F-actina de
las células epiteliales asociandola con el patogeno para facilitar su movimiento dentro de la
célula y su llegada al intersticio pulmonar extracelular (Rabier, et al, 1996). El repentino
inicio de una enfermedad respiratoria y de rapida diseminacién que causa alta morbilidad y
mortalidad, sugiere la presencia de A. pleuropneumoniae. Los cerdos pueden morir de
repente sin mostrar ningun signo clinico, los signos tempranos incluyen postracion, alta
temperatura, rigidez, y quizas, vomito y diarrea. A medida que la enfermedad progresa, hay
una marcada disnea con respiracion por la boca, y a veces, una descarga espumosa y
sanguinolenta de la boca y de la nariz. A menudo hay una cianosis temprana periférica de las
extremidades. La enfermedad no es comin en cerdos adultos jovenes a menos que se
produzca en rebafios libres. En hembras gestantes con infeccion aguda pueden ocurrir abortos
debido a la enfermedad sistémica. Los casos cronicos pueden hacerse aparentes seguidos de
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un brote agudo. Durante el periodo de lactancia la transmision de la infeccion puede atribuirse
a la cerda madre, ya que es la fuente mas cercana de contaminacion por contacto directo de
App, sobre todo si las divisiones entre una jaula de maternidad y otra son de un material
solido. En el caso de panel de alambre metélico existe la posibilidad de transmision entre
lechones de una camada a otra. La tos cronica y el lento crecimiento son signos de infeccion
crénica por 4. pleuropneumoniae, debido a la presencia de adhesinas pleurales y abscesos en
los pulmones. En muchas explotaciones App esté presente de forma subclinica y las bacterias
estan confinadas en las criptas de las tonsilas. Estos cerdos infectados subclinicamente

pueden ser portadores y una fuente de Actinobacillus pleuropneumoniae para el resto del
rebafio [F., G, P, 2016].

Entre los mecanismos de defensa que el cerdo muestra para combatir la infeccion estan las
células que participan en el proceso inflamatorio (neutrofilos, macréfagos, células
endoteliales, linfocitos, fibroblastos y plaquetas) y sus respectivos mediadores (citocinas)
que son producidos por éstos, como se ve en las inflamaciones aéreas por Mycoplasma
pneumoniae (Martin, et al; 2001). Choi, et al; (1999), empleando cerdos naturalmente
infectados, determinan que existe una fuerte expresion de IL-1 en células endoteliales
dafiadas dentro de los limites de las zonas de necrosis coagulativa, con una expresion
simultanea de IL-1, TNF-a e IL-6 asociadas a las lesiones pulmonares, sugiriendo que estas
citocinas del sistema inmunitario, juegan un papel crucial en la medicion y regulacion de la
inflamacion celular durante la infeccion por App serotipos 2, 5 y 6. Sin embargo no son
capaces de eliminar al patdogeno. En el presente trabajo, como se puede observar en las figuras
12 y 13, Jensen (1999), menciona que una de las manifestaciones patologicas de la infeccion
causada por los factores de virulencia de App (asi como las células del proceso inflamatorio
y sus citosinas) es caracterizado por fibrosis, debido al aumento en la cantidad de fibras
elasticas en su fase aguda. Como se puede observar en las imagenes, se aprecian las lesiones
cronicas presentando dafio necrotico bilateral. Cornejo, 2006, demuestra que en la infeccion
cronica existe un dafio en tejido pulmonar a nivel del epitelio alveolar, observandose
engrosamiento del tejido conectivo y engrosamiento de los tabiques interalveolares, debido
al aumento en las fibras de coldgena, causando fibrosis. También muestra el rasurado del
endotelio vascular debido a la PP cronica. Wang, ef al; 2000 observan que aproximadamente
el 30 % de neutrofilos responden contra la infeccion aguda por App. Jo (1999) menciona que
las citocinas TNF-a, IL-1 e IL-8 producen una respuesta inflamatoria, por lo tanto, una
infiltracion de macréfagos, neutréfilos y leucocitos.

Jensen (1999) menciona que una de las manifestaciones patologicas de la infeccion por A.
pleuropneumoniae es caracterizado por fibrosis (aumento en la cantidad de fibras elésticas)
en su fase aguda. En la fase cronica se ha reportado fibrosis por aumento de fibras
coldgenas. La infeccion se produce por via aérea, es decir por aerosol o por contacto directo
entre el animal enfermo y un animal sano. Se ha demostrado en diferentes estudios que A.
pleuropneumoniae coloniza las tonsilas y el epitelio alveolar; en infecciones
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experimentales se han observado lesiones pulmonares que comienzan a ser evidentes a las tres
horas post-infeccion y contintan, posteriormente, de forma progresiva. En el pulmoén, el
microorganismo es fagocitado rapidamente por los macrofagos alveolares, pero debido a la
produccion de las toxinas ApxI, ApxIl y ApxIll (que tienen un marcado efecto toxico para los
macrofagos alveolares), la fagocitosis no actia adecuadamente. Las toxinas también afectan a las
células endoteliales de los vasos capilares alveolares y sus efectos son los causantes de las lesiones
tipicas de esta enfermedad [Gottschalk, M, 2012]. Como se muestra en el cuadro nimero siete, se
trabajo con diferentes tipos de d6rganos de cerdos, como son: pulmon, tonsilas y corazon; estas
muestras, fueron trasladadas de distintas granjas del bajio en recipientes de unicel (dentro de los
cuales llevaban refrigerantes, para asi mantener a las muestras lo mas Optimas posibles hasta su
estudio); al llegar al laboratorio de virologia de la Facultad de Estudios Superiores Cuautitlan,
UNAM, del edificio de posgrado en Campo 1, se refrigeraron a una temperatura de -20°C. Para su
mejor identificacion, a las muestras se les fue asignado un nimero y, por consiguiente, a las
muestras provenientes de dichas granjas (y que hayan resultado ser positivas) se les asigno de igual
forma un niimero representativo, por lo que esta forma de organizacion, se ve reflejada en el cuadro
numero siete, recordando que estas muestras son provenientes de distintas granjas del bajio de la
Reptiblica Mexicana.

Estas muestras fueron tomadas de distintas granjas de forma aleatoria, las muestras se
obtuvieron de cerdos con presencia de sintomas de una edad no mayor a dos afios de vida y
posteriormente sacrificados, fue un muestreo de distintos 6rganos de 30 cerdos (un 6rgano
por cada cerdo) provenientes de granjas reportadas con problemas respiratorios. Para la toma
de muestra y su posterior analisis, se realizaron en primera instancia, las condiciones debidas
de esterilidad (asepsia de la mesa, esterilizacion de material a usar, entre otros): se tomo al
organo infectado (pulmon, corazdn y tonsilas) y se coloco el érgano sobre la mesa de trabajo,
esta mesa de trabajo cont6 con los mecheros (en este caso se utilizaron mecheros de Fisher)
ya encendidos, gasas, tijeras, espatula, alcohol al 70%; como se observa en la figura nimero
12, el dafo necrotico es bilateral y claramente visible, se observo las zonas donde era mas
eficiente la recoleccion de la muestra y se procedio a la diseccion aséptica, para ello se realizo
una esterilizacion en “cruz” (o en “x”’), como se muestra en la figura nimero 13, donde ya
es visible la toma de muestra a una profundidad aproximada de 1.5cm’. Las muestras
fueron tomadas por duplicado, tomandose de un extremo del 6rgano, del lado contrario de
donde se obtuvo la primera muestra, de la zona necrosada y de una zona donde el dafio no
ha sido tan grave. Ademas de tener el 6rgano “sélido” (llaméndolo asi, como o6rgano
completo sin macerar), se procedio a realizar la técnica de macerado, la cual consiste en
tomar una porcion del érgano de 1.5cm® de profundidad (como se ha explicado con
anterioridad) de la zona necrosada y de una zona donde el dafio no ha sido tan grave, con la
excepcion de que se colocd dicha muestra en maceradores tipo Tem Broek, afiadiendo 4mL
de una solucion amortiguadora de fosfato salino (conocido también por sus siglas en inglés,
PBS, de phosphate buffered saline) y se procedi6é a macerar por un tiempo aproximado de 5
minutos;

) 60




una vez teniendo el macerado, se depositd en tubos eppendorf y se almacenaron junto con
las muestras obtenidas del oOrgano “sélido” a una temperatura de -10 a -20°C
aproximadamente para su posterior estudio. En contraste, se realizo a la par el aislamiento,
identificacion y purificacion de muestras de bacterias de Actinobacillus pleuropneumoniae,
provenientes de los serotipos 1, 3 y 5, estas cepas estaban localizadas en camara criogénica,
por lo que primordialmente se descongelaron a una temperatura de 37°C (cabe mencionar
que era posible la contaminacion de las cepas, por lo que se sometieron a varios procesos de
siembra e identificacion para evitar alguna anomalia), al no ser considerados
microorganismos muy exigentes y crecer bien en distintos tipos de medios de cultivo
(suplementados con NAD™), se utilizo agar BHI con cepa nodriza de Staphylococcus aureus,
también puede utilizarse S. intermedius (produciendo NAD" y permitiendo un crecimiento
satélite [Fenwick B., et al, 1994]), con estria de COWAN para su primer crecimiento; se les
realizaron pruebas bioquimicas primarias para su aislamiento e identificacion y
posteriormente se sembraron en medios con agar PPLO + NAD™ (todos los medios fueron
preparados segun las especificaciones del proveedor), al tener la certeza de que efectivamente
las cepas no estaban contaminadas, nuevamente se les realizaron las pruebas bioquimicas
primarias para corroborar que efectivamente era la bacteria adecuada y estaba libre de alguna
contaminacion. En muestras muy contaminadas se utilizan medios selectivos (con
bacitracina, cloxacilina o lincomicina) [Rapp VIJ; et al, 1985].

Las bacterias aisladas y purificadas en los diferentes medios de cultivo, se colocaron en la
incubadora a 37°C por 24 hrs, posteriormente se les realizo la tinciéon de Gram dando como
resultado Gram negativas observandose bacilos cortos a un aumento de 100X (Fig. 14). En
el agar BHI con la estria de COWAN, a tras luz, se observo el satelitismo, era evidente el
crecimiento de las colonias alrededor de la cepa nodriza (Fig. 15), en el agar PPLO+NAD™
se observa a la bacteria ya purificada (Fig. 16).

Una vez teniendo a los 6rganos y a las bacterias ya preparadas para su estudio, se realizo la
estandarizacion de diferentes “primers” u oligonucledtidos para la identificacion y
confirmacion de los serotipos 1, 3 y 5 de A. pleuropneumoniae presentes en muestras de
tejido provenientes de cerdos de no més de dos afios de vida de distintas granjas del bajio,
utilizando la técnica de PCR de punto final. En la figura 21, 22 y 23, se observan la secuencia
de los “primers” utilizados para la identificacion de dichos serotipos. En la figura 21, se
observa la secuencia de los cebadores utilizados para la identificacion del serotipo 3 de A.
pleuropneumoniae; se puede observar, la secuencia correspondiente de 5’->3’, la Tm, el
porcentaje de Guanina y Citocina y sus respectivas autocomplementariedades, la longitud de
producto de 418pb, el “primer” delantero y el “primer” reverso. En la figura 22, se observa
el empalme del serotipo 1, a una longitud de producto de 418pb, el oligonucledtido delantero
en la primera posicion de 1192777 de empalme y termina en la posicion 22 del lugar
1192756, el oligonucleotido reverso de la primera posicion se localiza en el nimero 1192360
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de empalme y termina en la posicion 23 en el nimero 1192382 y en la figura 23, se observa
(de igual forma) el empalme del serotipo 5b, a una longitud de producto de 418pb, el cebador
delantero en la primera posicion de 1156120 de empalme y termina en la posicion 22 del
lugar 1156099, el cebador reverso de la primera posicion se localiza en el nimero 1155703
de empalme y termina en la posicion 23 en el naumero 1155725.

Schaller cols (2001) informaron acerca de una prueba de PCR que identificaba al App a través
de la amplificacion de una fraccion génica codificante de la toxina apxIVA, que resulté ser
mucho mas sensible que el cultivo bacterioldgico tradicional. Fittipaldi y cols (2003) mas
recientemente compararon distintas técnicas de PCR contra cultivos tradicionales de tonsilas
y concluyeron que la PCR era mas sensible que el cultivo tradicional ya que ain podia
detectar al organismo en muestras donde habia perdido la viabilidad y que tenia buena
correlacion con los animales serologicamente positivos, proponiendo que podia ser utilizado
como método complementario de diagndstico en los animales serologicamente positivos.
Otros investigadores desarrollaron métodos de PCR multiplex con el objetivo de identificar
especie y serotipo al mismo tiempo, usando los "primers" adecuados (Jessing y cols, 2003).

Cuadro ntimero 8. Patrones observados de la PCR para los genes apx /omlA de las cepas del
biotipo 1 de A.pleuropneumoniae de pulmones y amigdalas [Gram T; et a/, 2000]

apx/omlA  Serotype  apxI apxIl apxIll omlAI omlA omlA omlA omlA

pattern I I v A%
1 1,9,11 + + +
2 2,8 + + +
3 3 +b + +
4 4 + + +
5 5 - - +
6 6 - - +
7 7 + +
8 10 + +
9 12 + +

#La cepa de referencia serotipo 8 (405) produjo un producto de PCR omlA II, mientras que
los aislados de campo del serotipo 8 produjeron un producto de PCR omlA III.

®El serotipo 3 esta desprovisto del gen para la secrecion de la toxina ApxII.

La virulencia/infeccion por Actinobacillus pleuropneumoniae estéa influenciada por
polisacaridos capsulares, lipopolisacéridos, proteinas de membrana, factores de adhesion y
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exotoxinas. De este modo, los sistemas de tipificacion molecular para identificar este tipo de
bacterias, se basan en los genes apx y oml4 [Gram T; et al, 2000 y Rayamajhi N; et al, 2005].
Como se muestra en el cuadro numero 8, las bacterias a las cuales caracterizé por PCR Gram
T; et al, (2000) (las cuales dieron positivo para algln tipo de gen, siendo estos genes apx u
omlA); al tomarlo como referencia, se confirm6 que los “primers” utilizados en este estudio
son efectivos para identificar la presencia de Actinobacillus pleuropneumoniae (serotipos 1,
3 y 5 para este caso) en muestras con/sin dafio aparente por PP. Si los animales presentan
sintomas correspondientes a la infeccion y se tiene la teoria, de que la infestacion puede ser
producida por alguna bacteria correspondiente al complejo respiratorio porcino, pero no se
tiene la certeza de que sea App, se procedera a realizar el diagnostico molecular por PCR, ya
que es un método bastante efectivo para la identificacion y su confiabilidad en los resultados
es muy elevada, reduciendo asi el margen de error al minimo posible y confirmando con una
enorme certeza la presencia de A. pleuropneumoniae en los animales infectados, presentando
o0 no, sintomas correspondientes al CRP. Debido a que es posible que se puedan identificar
mas serotipos (ya que son especificos para detectar a los genes apx provenientes de la bacteria
App), Gtnicamente se necesitaran las cepas de referencia correspondientes para cada serotipo,
como pueden ser, el serotipo 2, 4, 6, 7, entre otros, confirmando asi su absoluta presencia.

Sin embargo, segiin estudios anteriores el gen oml/4 ha mostrado ser el mas adecuado para
esta especie de Actinobacillus, por lo que no hay que descartar el uso de “primers” para su
identificacion [Rayamajhi N; et al, 2005; Zhou L; et al, 2008].

Como se observa en la figura 17, después de tener estandarizados los “primers”, se realizd la
PCR y su posterior electroforesis de una muestra de la cepa ya purificada para obtener el
control positivo, el resultado fue favorable para este control, se observa que el resultado es a
418pb como lo mencionan Janine T. Bossé; et al, 2014; L. Zhou; et al, 2011, realizado en
gel de agarosa, al 1.5% mediante electroforesis. Posteriormente, en la figura 18, se observa
uno de los productos amplificados obtenidos empleando DNA de distintos aislados de App
de una de las granjas muestreadas. La muestra del cuarto carril se puede observar como
positiva a la identificaciéon de App, esta es una muestra de tonsila (tejido sélido), en la
figura 19, se observa la muestra positiva de pulmon; en la figura 20, se observa la
electroforesis de macerado de pulmén en el octavo carril. Se determind que A.
pleuropneumoniae es capaz de colonizar a los cerdos desde la primera semana de edad, lo
que concuerda con Marstseller TA, Fenwick, (1999), que indican esta posibilidad cuando
los cerdos de la maternidad estan infectados. Los estudios realizados por Hernandez, et. al,
demostraron la presencia de A. pleuropneumoniae, en cerdos que actuan como portadores
sanos. Ademas, esto se relaciona con reportes realizados por €stos mismos autores, quienes
informan que la mayoria de las piaras a nivel mundial estdn endémicamente infectadas con
App y en este trabajo, debido a que el 20% de las granjas porcinas muestreadas resultaron
ser positivas a la deteccion molecular de App, nos indica que una proporciéon de granjas
presenta cerdos con la enfermedad clinica, estos resultados, sugieren que es posible que los
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animales no sélo hayan estado contagiados por App, si no por alguna otra bacteria
correspondiente al complejo respiratorio porcino (o por otra afeccion); aunque los estudios
realizados por Auger, E., et. al; en el 2009, mencionan que App es uno de los principales
agentes bacterianos asociado con el Complejo Respiratorio Porcino, no por ello significa
que sea el unico. Se ha establecido que A. pleuropneumoniae es un colonizador tardio. Se
considera que el destete a una edad de 10 dias reduce el riesgo de colonizacidon hasta en un
90%; Mendoza y Ciprian, (2002), y que el destete a 16 dias reduce en un 50% el riesgo de
encontrar un cerdo colonizado.

Como se muestra en el cuadro niumero 8, las muestras positivas en su mayoria resultaron ser
provenientes del macerado, en relacion con el érgano “s6lido”; por ende, se puede deducir
que el método de macerado fue mas efectivo gracias a que, al momento de realizar la
disgregacion, se utiliz6 una solucién amortiguadora de fosfato salino, la cual (contiene
diluyentes isotonicos tales como la solucion salina (al 0,75 - 0,9%) o solucion salina
tamponada con fosfato), estas soluciones se utilizan sistematicamente para preparar
suspensiones de células microbianas, por ejemplo, para suspensiones de bacterias en
procedimientos de sensibilidad antimicrobianas; la soluciéon amortiguadora de fosfato salino
lleva en su preparacion las sales contenidas en estos liquidos de suspension, proporcionan un
medio isotdnico para mantener la integridad y viabilidad de las células; un valor de pH
fisioldgico (de 6,8 a 7,4) puede ser importante para mantener la viabilidad. El cloruro sédico
proporciona proteccion osmotica a las células microbianas. Ademas, los fosfatos suministran
un pH fisiologico estable que también es importante para el mantenimiento de la viabilidad
de las células [modificado de http://www.bd.com]. Por esta razén, al tener a los
microorganismos en esta solucioén y después del procedimiento de macerado, es factible que
se hayan obtenido un mayor nimero de casos positivos, ya que los microorganismos
presentan mayor estabilidad en su integridad que cuando es el 6rgano completo o “s6lido”.

Dicho de otra forma, al momento de utilizar el 6rgano “s6lido” junto con el equipo de
diagnostico (kit), es posible que las soluciones que en €l se utilizan no sean capaces de llegar
a la profundidad del 6rgano, ya que los recubre una capa de tejido necrosado y la integridad
del DNA se ve bastante afectada, por lo que al momento de realizar la PCR los resultados
pueden variar debido a que dichas soluciones no son capaces en un 100% de realizar su labor,
ademas de que es posible que no llegan a la profundidad del érgano en el cual, se encuentra
una mejor integridad de DNA, en cambio, en el macerado, aparte de que se ha macerado el
organo y se ha liberado material genético en mejores condiciones, la solucion PBS es un
medio muy favorable para mantener la integridad de las células, por tanto, al momento de
utilizar el equipo de diagndstico, este puede realizar su funcion en su totalidad y mantener el
DNA lo maés estable posible hasta su estudio por la PCR y su posterior visualizacion en la
electroforesis.
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En éste estudio se observd que la frecuencia de presentacion de 4. pleuropneumoniae, se
encuentra en un rango del 20%. Esto puede ser debido a que su propagacion es altamente
contagiosa y frecuente lo que da como resultado efectos negativos en los pardmetros
productivos de los cerdos como lo menciona Benga et al., 2009.

Otra razén que menciona Buettner, et al., en el 2008, pudiera ser la transmision de la
enfermedad de los cerdos sanos o portadores. O bien ya que representan la principal fuente
de infeccion de cerdos susceptibles, facilitando asi su dispersion por contacto directo o a
través de aerosoles como lo reportan Gottschalk y Taylor en el 2006.

Otras causas que han sido reportadas por Stewart y Franklin en el 2008 es la propiedad
fenotipica que tiene el App de formar biopeliculas, siendo éste un factor importante para la
colonizacidn, virulencia y transmision del agente. El procedimiento de macerado del tejido
resulto ser un procedimiento adecuado para el aislamiento de 4. pleuropneumoniae.
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11. Conclusiones

En este estudio se pudieron observar las ventajas del uso de la técnica de PCR para la
identificacion de Actinobacillus pleuropneumoniae en muestras de diferentes tejidos de
cerdos, provenientes de distintas granjas porcicolas del bajio de la Republica Mexicana, nos
permiti6 realizar un diagnostico confiable, aunque desgraciadamente es necesario sacrificar
al animal para poder recolectar la muestra.

Las enfermedades en el cerdo principalmente las que competen al sistema respiratorio pueden
producirse como consecuencia de un mal manejo de la piara, ya sea por una mala
alimentacion, hacinamiento de los animales, falta de higiene en las granjas porcicolas, asi
como factores de estrés como el modo en que se transportan los animales de un lugar a otro;
a partir de animales con enfermedad aguda es mas indicado realizar las debidas precauciones
para evitar que a los animales se les propague la afeccion . En el caso de los portadores
cronicos, la presencia de un nimero bajo de bacterias en el tracto respiratorio y su mezcla
con la microbiota, dificulta enormemente su recuperacion hasta el punto de que se
imposibilita el aislamiento. La cantidad de bacterias en lesiones cronicas es baja [Rodriguez,
Ferri, EF; et al, 2003].

La confiabilidad en la técnica de PCR es debida a sus caracteristicas de su sensibilidad y
especificidad como lo han indicado Liu, H. X., et. al., (2007). Contra otros estudios que
reportan que se detecta éste microorganismo con otras técnicas de diagnostico, en las cuales
no se obtienen resultados confiables, como las que han mencionado Williams (2002); dado a
que A. pleuropneumoniae se encuentra asociado con P. multocida, H. parasuis € incluso M.
hyopneumonie, 1o que complica su identificacion. Otra razon por la cual otras técnicas
diferentes a la PCR no pueden ser confiables es debido a que los cerdos vacunados con una
vacuna de subunidades conteniendo las toxinas Apx I, Apx II y Apx III resultan negativos a
esta técnica, segun lo reporta Dreyfus, A., et. al; en el 2004.

El conocimiento previo de las secuencias genéticas de los agentes infecciosos es otro de los
requisitos fundamentales para el éxito de la tipificacion molecular por PCR, cada organismo
biologico presenta zonas especificas que permiten distinguirlos de los demas organismos;
dependiendo del tipo de diagnostico deseado, la seleccion del gen o zona del gen que va a
servir de molde varia. Hoy en dia, la PCR se aplica en diferentes areas de las ciencias
bioldgicas y de la salud, formando parte del quehacer cientifico de muchos laboratorios de
investigacion, que la utilizan principalmente para expresion génica, genotificacion, deteccion
de patogenos y andlisis de mutaciones; por tanto, se comprobd que los “primers”
estandarizados para la identificacion para el diagnéstico y la identificacion de Actinobacillus
pleuropneumoniae en muestras biolodgicas como son tejidos, resulto ser efectiva y certera al
momento de llevarlos a prueba. Solo un 20% de las granjas porcinas muestreadas fueron
positivas a la deteccion molecular de App lo que indica que es posible que los animales no
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solo hayan estado contagiados por dicha bacteria, si no por alguna otra correspondiente al
complejo respiratorio porcino; se recomienda realizar pruebas de diferenciacion para tener
un mayor conocimiento sobre que especie patdgena esté afectando a las granjas de estudio

El procedimiento de macerado resulto ser un procedimiento bastante adecuado para la
identificacion de 4. pleuropneumoniae y seria 1til hacer una comparacion con otras técnicas
de diagnostico como son: inmunohistoquimica, anticuerpos monoclonales, raspado epitelial,
pruebas de coaglutinacion, entre otros, para detectar antigenos de A. pleuropneumoniae y
correlacionar con la sensibilidad de la prueba.
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