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RESUMEN

En el presente trabajo se obtuvo un antigeno de superficie a partir de Haemophilus parasuis
para el diagndstico seroldgico de la enfermedad de Glasser en cerdos. Se trabajé con una cepa de
Haemophilus parasuis serotipo 5 (Nagazaki), proporcionada por el cepario del CINVESTAV.

Inicialmente se sembré la bacteria en medio de agar PPLO enriquecido con Factor V (NAD),
posteriormente se realizaron las pruebas bioquimicas correspondientes para su identificacién, una vez
identificado se sembré en caldo PPLO enriquecido con Factor V, para obtener la biomasa requerida, la
biomasa se trat6 de manera que se pudiera obtener el antigeno de la bacteria lo mas puro posible.
Después de haber obtenido el antigeno este se coloreo con Rojo de Fenol (RF) para utilizarlo con
sueros de cerdos, este antigeno tefiido sirvid para la realizacién de pruebas de aglutinacion en placa,
donde la reaccién positiva nos mostré la formacién de grumos caracteristicos aglutinados. Se hizo un
muestreo en 714 sueros de los cuales 664 fueron de campo muestreados en Chiapas y 50 en el
centro de investigacion de Palo Alto, Cuajimalpa. D.F. Del total de sueros 428 fueron Positivos. y 286
Negativos. Evaluando estos resultados se obtuvo 59.94% positivos y 40.06% negativos. Se utilizaron
como referencia sueros de cerdos SPF (libres de patégenos especificos) vacunados con bacterina de
Haemophilus parasuis Control (+); como Control (-), se utilizaron sueros de cerdos SPF, antes de ser
vacunados con la bacterina y se hicieron titulaciones de anticuerpos (Suero inicial, Anticuerpos de
Haemophilus parasuis Nulos) que resultaron negativos. Los resultados muestran que el antigeno
resulta ser una herramienta muy importante para el diagnéstico oportuno de la enfermedad de Glasser
directamente en las granjas ya que no es necesario equipo sofisticado, ni personal altamente
calificado para realizar las pruebas con los sueros, y ello podria llevar a tratar oportunamente a los
cerdos para obtener un mayor rendimiento en la produccién porcicola.



1.- INTRODUCCION

La enfermedad descrita por Glasser en 1910, cuyo agente etiolégico es Haemophilus
parasuis, ha sido diagnosticada practicamente en todo el mundo y representa en la actualidad uno de
los principales problemas emergentes del ganado porcino.

La enfermedad de Glasser alguna vez estuvo considerada una enfermedad esporadica de
cerdos jévenes comprometidos por estrés, polyserositis porcina y la artritis (enfermedad de Glasser),
causada por el Haemophilus parasuis, ha emergido como una de las enfermedades bacterianas
significativas que afectaban los cerdos a través del mundo.

La adopcion de las nuevas tecnologias de la produccidn para las granjas de alto-grado-salud y
la aparicion de nuevos sindromes respiratorios han contribuido a un incremento en la prevalecia y la
severidad de la enfermedad. El manejo de la enfermedad con los antibidticos, la vacunacion, y otras
estrategias no es siempre acertada en contradiccion con las pérdidas de produccion debido a la
infeccion por el Haemophilus parasuis.

Su prevalencia se ha incrementado durante los Ultimos afios de forma espectacular asociada
a PRRS; se considera, en la actualidad, uno de los problemas emergentes porcinos de mayor interés
econdmico y cientifico, asociado a determinadas practicas de manejo denominadas explotaciones
"excelentes" desde el punto de vista sanitario e incluyendo explotaciones SPF (libres de patégenos
especificos) o, simplemente, de alto estatus sanitario.

Se conoce que el estatus inmune de una manada es un determinante del resultado de la
patogenicidad de la infeccion. Sin embargo, la heterogeneidad entre cepas del Haemophilus parasuis
es notable, y una comprension mejor de la asociacién de estos diferentes fenotipos y genotipos con la
potencia de la virulencia y la inmunidad protectora estd comenzando a emerger. (Nielsen y Danielsen
1975).

En el caso de la Pleuroneumonia Contagiosa Porcina (PCP), esta no afecta por si sola una
explotacion porcina, el solo diagnéstico serolégico/ microbiolégico de ella sola no es suficiente, por lo
que se debe de realizar la deteccion de las otras enfermedades como Fiebre Porcina Clasica;
Enfermedad de Aujeszky; PRRSv; Neumonia Enzoodtica y Enfermedad de Glasser contribuyen y
complican el control y/o erradicacién de la PCP, lo mismo esta sucediendo con otros agentes
infecciosos, ya sean primarios o secundarios (Ciprian, 1999).

1.1.- ENFERMEDAD DE GLASSER

Esta enfermedad fue primeramente descrita por Glasser en 1910, como una inflamacion
fibrinosa de las articulaciones de los cerdos jovenes, asociada a condiciones estresantes de manejo o
traslados, con alta mortalidad. Esta producida por el Haemophilus parasuis, microorganismo que
afecta exclusivamente al ganado porcino. La enfermedad esta presente en los cinco continentes. Su
control se puede realizar mediante la utilizaciéon de vacunas y antibiéticos, con un correcto programa
de manejo.

La enfermedad de Glasser’s afecta solamente al cerdo, de cuyas fosas nasales se recupera el
agente productor (Haemophilus parasuis), en ocasiones, sin relacién con cuadro clinico alguno, hasta
el punto de que representa una de las especies bacterianas mas prevalentes en los lechones de una
semana de edad, a los que, ademas, colonizan precozmente. En el caso del pulmdn, el agente
etiolégico se comporta como un oportunista, que produce enfermedad asociado con otros agentes
bacterianos o viricos o coincidiendo con una inmunodepresion. (Rodriguez Ferri, EF., Barceld, J,
2002).



1.2.- GENERALIDADES
Género: Haemophilus
Caracteristicas generales:

Haemophilus parasuis se presenta como pequefios bacilos o cocobacilos acusadamente
pleomorficos, con ocasional presencia de formas filamentosas. Su longitud, por ello, resulta
extremadamente variable, desde 1 a 7 um de largo por 0.2 a 2 um de ancho.

Son microorganismos Gram negativos, con capsula o sin ella (segin los serotipos y, aun,
segun las cepas) en cultivos de laboratorio, y dependientes para su crecimiento del factor V de la
cascada de coagulacién de la sangre (nicotinamida adenina dinucleétido, NAD).

Bioguimicamente Haemophilus parasuis se caracteriza por una actividad metabdlica discreta,
en la que destacan la presencia de las enzimas catalasa y oxidada, careciendo, sin embargo, de
ureasa. Reducen los nitratos a nitritos, pero ni producen indol del triptéfano, ni descarboxilan la
ornitina, la lisina o la arginina.

Producen acido de diversos sustratos como la glucosa, manosa, maltosa y sacarosa, pero son
negativas en el caso de la xilosa, lactosa, manitol, rafinosa y arabinosa. En el caso del inositol se
obtienen resultados variables segln la cepa de estudio, igual que ocurre con la produccién de SH2.
(Nicolet y Morozumi 1986a)

Especies importantes:

Haemophilus influenzae

Actinobacillus pleuropneumoniae (Haemophilus pleuropneumoniae).

Haemophilus parasuis.

Haemophilus paragallinarum.

Haemophilus somnus y Taylorella 0 Haemophilus equigenitalis son especies de clasificacién incierta
en el género.

Habitat

Son comensales del aparato respiratorio superior de los animales.
Membranas mucosas de animales y hombre.

Factores de virulencia
Cépsula

Como es sabido la capsula es la parte mas externa de la bacteria, en el caso de Haemophilus
parasuis no es la excepcioén, se ha encontrado que algunos de los serotipos actuales son capsulados
y que presumiblemente juegan un papel importante en la patogenia de la enfermedad, aunque se
presume que dependiendo del medio con el que se realiza el primo aislamiento, el nimero de pases in
Vitro, asi como de donde fue obtenida la muestra presenta o no capsula.

La composicion quimica de los polisacaridos que conforman la capsula, y que aparentemente
son un factor critico en la virulencia y patogenia de la enfermedad, son similares en las demas
bacterias de su género, son acidas, de alto peso molecular, con polisacaridos heterogéneos, en donde
se presentan unidades repetitivas de dos o tres azucares como el glicerol, acetil fosfato, &cido
carboxilico o urinico. (Mendoza, S., Ciprian, C.A. 2001}.

Lipopolisacaridos

El género haemophilus se pierden las cadenas laterales del antigeno “O”, se pretende que
esto le ayuda a evadir el las repuestas antigeno especificas del huésped. Y las actividades
lipooliosacéaridos son genéricamente las siguientes; melifican amebocitos del género Limulus y son
pirogénicos. (Mendoza, S., Ciprian, C.A. 2001}.



Proteinas externas de membrana.

Se sabe que una proteina de 42Kd cruza serolégicamente con la proteina de 40 Kd de
Actinobacillus pleuropneumoniae y Haemophilus parasuis son no modificable a una temperatura de
37° y la de Pasteurella multocida si. (Mendoza, S., Ciprian, C.A. 2001}.

Por homologia de amino terminales se cree que estan relacionadas a purinas, las cuales
desempefian la funcién de canales de paso para moléculas hidrofilicas pequefias y que
probablemente se encuentran involucradas en el proceso infeccioso como la Pasteurella multocida, en
donde se sabe que los anticuerpos dirigidos en contra de esta son protectivos. (Mendoza, S., Ciprian,
C.A. 2001}.

Pared celular

El Haemophilus parasuis se sabe que existen dos patrones electroforéticos diferentes (PAGE
tipo | y Il }, donde se sabe que la mayoria de los aislamientos de procesos infecciosos realizados en
Dinamarca son cepas no capsuladas y que corresponden al PAGE tipo Il. (Mendoza, S., Ciprian, C.A.
2001.

Antigenos termoestables.

Gracias a el uso de los antigenos termoestables se realizé la actual clasificacion de los 15
serotipos diferentes de Haemophilus parasuis utilizando una prueba de precipitacién en agar-gel
(AGPT}. Los serotipos 1,5,10,12,13 y 14 en S.P.F. causan muerte o estan moribundos a los 4 dias
posdesafio, los serotipos 2, 4 y 15 producen poliserositis pero no la muerte, el serotipo 8 solo produce
signos y lesiones leves, mientras que los serotipos 3, 6, 7, 9 y 11 no producen signos clinicos ni
lesiones. (Mendoza, S., Ciprian, C.A. 2001}.

1.2.1.- Enfermedades de animales.

Haemophilus paragallinarum: Coriza contagiosa de las aves

Haemophilus somnus: Afecta a los bovinos de tres formas principalmente:

Haemophilus equigenitalis: Endometritis y cervicitis en equinos; transmisién venérea.

Actinobacillus pleuropneumoniae: (Haemophilus pleuroneumoniae) Neumonia con alta mortalidad en
ausencia de factores predisponentes en cerdos.

Haemophilus parasuis: enfermedad de Glasser de cerdos (poliserositis).

1.2.2.- Medios de cultivo y pruebas bioquimicas importantes

Para su cultivo se requieren factores de crecimiento: el factor X (protoporfirina IX o
protohemina) y/o protoporfirina y el factor V (nicotinamida adenina dinucleétido o NAD).
Los requerimientos del factor X y V pueden determinarse inoculando agar triptosa conteniendo una
estria de Staphylococcus aureus como cepa nodriza (satelitismo). Algunas especies requieren 5-10%
de COa..

1.3.- ETIOLOGIA

Glasser (1910) el primer reporte sefialo la asociacion de un baston gram-negativo pequefio
con serositis fibrosa y poliartritis en cerdos. Inicialmente, el agente causal fue identificado como
Hemophilus suis por Hjarre y Wramby (1943) y Haemophilus influenza suis por Lecce (1960). El
nombre fue cambiado a Haemophilus paraseis basados en la demostracion que el organismo no
requirié el factor X (hemina u otras porfirinas) para el crecimiento (Biberstein y White 1969; Kilian
1976). La posicion taxonémica del Haemophilus parasuis dentro la Pasteurellaceae sigue siendo
incierta, debido a una carencia de la homologia de los acidos nucleicos con otras especies de
Haemophilus (De Ley et al. 1990; Dewhirst et al. 1992).

Considerando la heterogeneidad genotipica también se ha demostrado entre las cepas de
Haemophilus parasuis (Smart et al. 1998; Rapp-Gabrielson et al. 1992a; Blackall et al.1997).

Esto tiene propuesto que mas de una especie bacteriana se puede representar por la cepa
identificada como Haemophilus parasuis (Morozumi et al. 1986; Dewhirst et al. 1992).



Al microscoépico, el Haemophilus parasuis es pleomorfico, variando de cocoobacilos largos y
delgados en cadenas filamentosas a cortos y anchos. La capsula puede generalmente estar presente,
pero la expresion es influenciada por el cultivo in vitro (Rapp-Gabrielson et al. 1992b). Asi, la
significacién del informe que asocia la carencia de capsula con la virulencia es necesaria para futuras
investigaciones (Kobisch y Desmettre 1980; Morozumi y Nicolet 1986a; Kielstein 1991).

El Nicotinamida Adenina Dinucleotido (NAD o factor V) se requiere para el crecimiento y se
puede proveer por la sangre calentada (agar chocolate) o por el crecimiento satelital alrededor de una
estria de la cepa de Staphylococcus.

Después de 24-48 horas de crecimiento, las colonias son pequefias, translicidas, y no
hemoliticas en agar sangre. El primer reporte de la existencia de serotipos de (Bakos et al. 1952). En
afios subsecuentes, la expansién de este esquema de seraotipificacion condujo a otros investigadores
a varias propuestas para los nuevos serotipos (Schimmel et al. 1985; Morozumi y Nicolet 1986b;
Nicolet et al 1986; Kielstein 1991; Rapp-Gabrielson y Gabrielson 1992). Actualmente, se reconocen 15
serotipos basados en la inmunodifusion (Kielstein y Rapp-Gabrielson 1992).

El antigeno tipo-especifico es un polisacarido termoestable (Morozumi y Nicolet 1986b)
Presumiblemente esta era la capsula de lipopolisacarido (LPS). Un alto porcentaje de aislamientos es
no tipificable, indicando que algunos aislamientos pueden no expresar el antigeno tipo-especifico de
suficiente o la existencia probable de serotipos adicionales.

1.4.- EPIDEMIOLOGIA

El Haemophilus parasuis infecta solamente los cerdos. Se aisla cominmente de secreciones
nasales de cerdos sanos (Bertschinger y Nicod 1970; Haris et al. 1969; Smart et al. 1989) y de los
pulmones de cerdos con neumonia, pero no generalmente de los pulmones normales (Little 1970;
Moller et al. 1993).

En granjas convencionales, el organismo es uno de los primeros y mas tempranas bacterias
aisladas de las esponjas nasales de cerdos de 1 semana de edad (Kott 1983.) Histéricamente, la
enfermedad de Glasser se ha considerado una enfermedad esporadica de los cerdos jovenes
comprometidos por el estrés. Sin embargo, el cuadro etiologico en cerdos libres de patogenos
especificos (SPF) o las manadas de estatus-de alta-salud que representan a una poblacién
inmunologicamente ingenua es mucho muy diferente (Nielsen y Danielsen 1975; Baehler et al. 1974;
Menard y Moore 1990).

La Introduccion del Haemophilus parasuis puede resultar en enfermedades sistémicas de alta
morbilidad y mortalidad, afectando los cerdos en cualquier etapa de la produccién. Actualmente, el H.
parasuis es uno de los problemas més serios asociados con la mezcla de cerdos de diferentes granjas
por la introduccién de animales reproductores nuevos en una granja (Smart et al. 1989, Menard y
Moore 1990).

El papel del Haemophilus parasuis en enfermedades respiratorias de los cerdos es el mas
problematico. La demostracion de la asociacion y colonizacion de Haemophilus parasuis con rinitis
purulenta pudiera ser un posible factor de predisposicion para otros patégenos virales y bacterianos
(Gois et al. 1983; Vahle et al. 1995, 1997). El Haemophilus parasuis en la neumonia, se ha asumido
como un invasor oportunista secundario, causando enfermedad solamente en asociacion con otros
agentes virales y bacterianos. Tal relacién era evidente después de la infeccién de los cerdos
inoculados experimental con el virus de pseudorabia y con el serotipo 4 de Haemophilus parasuis
(Narita et al. 1994).

Sin embargo, varios informes recientes indican que el Haemophilus parasuis puede ser un
agente primario en bronconeumonia fibrinosupurativa (Pohle et al. 1992; Barigazzi et al. 1994; Solano
et al. 1998).



El aislamiento del Haemophilus parasuis en neumonia se ha incrementado substancialmente
en afos recientes y se cree asociado al creciente predominio de pulmonia por Mycoplasma asi como
patdégenos virales respiratorios tales como el virus del sindrome reproductivo y respiratorio porcino
(PRRS), virus de la influenza en los cerdos, y Coronavirus respiratorio porcino.

El Haemophilus parasuis, en conjunto con el Mycoplasma hyorhinis, fueron aislados del 51,2%
de pulmones de los cerdos infectados con PRRS (Kobayashi et al.1996). Sin embargo, las
impresiones clinicas de PRRS son exacerbadas por la infeccion de H. parasuis esto no se ha
verificado en modelos experimentales (Cooper et al. 1995; Solano et al. 1997).

El potencial patégeno de las cepa(s) del Haemophilus parasuis que actla en las granjas es
también un factor de progresion y severidad de la enfermedad sistémica. Los serotipos aislado
comunmente de regiones del tracto respiratorio superior en cerdos incluyen serotipos aislados no
frecuentemente de los sitios sistémicos (Bloch 1985; Rapp-Gabrielson 1993). Puede haber una
subpoblacion de cepas del Haemophilus parasuis que se encuentre en el tracto respiratorio que es
capaz de la invasion sistémica y causar enfermedad (Rapp et al. 1986; Rapp-Gabrielson 1993).

Una asociacion entre el aislamiento de serotipos y la poliserositis era mencionada en varios
estudios (Bakos et al. 1952; Morozumi y Nicolet 1986b; Kielstein 1991). Recientemente, las diferencias
en virulencia entre serotipos eran demostrada inoculando cerdos libres de patogenos especificos
(SPF) o de animales nacidos por cesarea y privados del calostro (CDCD) con las cepas de los 15
serotipos (Kielstein y Rapp-Gabrielson 1992; Nielsen 1993; Amano et al. 1994; Rapp-Gabrielson et al.
1995). En estos estudios, las cepas que representaban algunos serotipos era altamente virulenta y las
cepas que representaban otros serotipos eran avirulentas.

La virulencia de las serotipos de campo aisladas eran constantes en comparacién con la cepa
de referencia, indicando una relacion causal entre serotipos y virulencia (Tabla 1). Sin embargo, la
demostracién de que dos serotipos de las 14 cepas se diferenciaron por la virulencia para los cerdos
CDCD indica que otros factores externos en los serotipos contribuyen a la potencia de la virulencia de
una cepa (Rapp-Gabrielson et al. 1995).

El gel de electroforesis de dodecyl sulfato de sodio-polyacrylamida (SDS-PAGE) En la bacteria
completa y en la membrana externa, las proteinas también demuestran heterogeneidad fenotipica
entre las cepas (Morozumi y Nicolet 1986a; Rapp et al 1986; Morikoshi et al. 1990; Rosner et al. 1991,
Rapp-Gabrielson et al. 1992a). Estos informes indican una posible asociacion del potencial de
virulencia con la estructura especifica de la proteina; pero la relacion exacta entre la estructura de la
proteina, serotipo, y del potencial de virulencia permanece indefinido. La heterogeneidad de los LPS
del Haemophilus parasuis han sido demostrados por los modelos de SDS-PAGE e “inmunoblotting”
con los anticuerpos monoclonales, pero los modelos de LPS no han sido asociado a la virulencia
(Zucker et al. 1994; Zucker et al. 1996).

Las estructuras filamentosas presumiblemente son fimbrias, y se ha demostrado su
presencia en algunas cepas de Haemophilus parasuis, pero sigue habiendo un papel en la adherencia
y la patogenicidad que falta por ser definido (Minch et al. 1992).

TABLA 1. Virulencia de cepas representativas de serotipos de Haemophilus parasuis por cerdos SPF.

Serotipos de H. parasuis N° de Cepas Evaluadas Virulencia?
1,5,10,12,13, 14 10 Muerte a las 96 horas
2,4,15 10 Severa poliserositis y artritis en la
necroscopia
8 1 Signos clinicos leves y lesiones
grandes
3,6,7,9,11 8 No signos clinicos o lesiones grandes

Fuente: Kielstein y Rapp-Gabrielson 1992.
aCerdo inoculado intraperitonealmente con 5 x 108 unidades formadoras de colonias.



1.5.- PATOGENICIDAD

Los modelos experimentales del desafio se han desarrollado para investigar la patogenicidad
de la infeccion con Haemophilus parasuis. (Vahle et al. 1995) examinaron acontecimientos
secuenciales en la infeccién por inoculacion de cerdos CDCD intranasal con una cepa virulenta de
Haemophilus parasuis. En el plazo de 12 horas postinoculacién, el Haemophilus parasuis fue aislado
de la cavidad nasal y traquea; después de 36 horas, de cultivo de sangre; y en 36-108 horas, de tejido
sistémico.

La colonizacién temprana de la cavidad nasal media y caudal y de la trdquea también fue
demostrada por microscopia de transmision electrénica e inmunohistoquimica. (Vahle et al. 1997). La
colonizacion fue asociada a rinitis purulenta, pérdida focal de cilios, y a la hinchazén aguda de las
células dentro de la mucosa nasal y traqueal.

La infeccion in vitro de los cornetes nasales expresa una marcada reduccién en actividad ciliar
y dafio a células epiteliales ciliadas (Vahle 1996). El Haemophilus parasuis no fue asociado de cerca a
los cilios o al epitelio, y el mecanismo de la colonizacion o de la destruccion celular no fue definido. La
observacion de estos investigadores que el Haemophilus parasuis coloniza preferentemente la
cavidad nasal y la trdquea, y no las tonsilas, esta en concordancia con la capacidad de aislamiento de
especimenes de Haemophilus parasuis de la cavidad nasal, pero no de las tonsilas o del pulmén, de
cerdos del rastro (Moller et al. 1993).

En contraste, ha estado sefialado que el antigeno del Haemophilus parasuis fue detectado en
tejido fino tonsilar pero no en la cavidad nasal por la tincién de inmunoperoxidasa y el examen en
microscoépia electronica (Amano et al. 1994). La lesion mucosal puede realzar la invasion. Los factores
microbianos y del huésped principalmente implicados con la infeccion sistémica no se saben; sin
embargo, la virulencia de algunas cepas es notable.

La inoculacién intratraqueal de menos de 100 unidades formadoras de colonias de las cepas
de Haemophilus parasuis que representaban varios serotipos causé enfermedad sistémica y muerte
en cerdos de CDCD después de algunos dias (Rapp-Gabrielson et al. 1995). La Bacteremia es
evidente en cerdos en el primer momento de la infeccién (Vahle et al. 1995). Las lesiones de
septicemia consisten en petequias o equimosis en el higado, el rifién, y los meninges; el alto nivel de
la endotoxina se detecta en el asma, y los trombos fibrinosos que estan presentes en muchos érganos
(Amano et al. 1994) Las multiples réplicas subsecuentes en las superficies serosa producen la tipica
poliserositis fibrinosupurativa, poliartritis, y la meningitis observada en casos de campo (Amano et al
1994; Vahle et al. 1995).

La neumonia no era prominente en un modelo de desafio, aunque el Haemophilus parasuis
fue aislado del pulmén (Vahle et al. 1997). La pulmonia no era evidente después de la inoculacién con
la cepa de referencia de los serotipos 1, 4, 0 5 (Amano et al. 1994), Las diferentes observaciones con
respecto a la capacidad del Haemophilus parasuis de producir neumonia pueden ser debido a las
diferencias por si mismo en los modelos de desafio, las dosis administradas, o el potencial patégeno
de las cepas examinadas.

1.6.- SIGNOS CLINICOS Y LESIONES

Los signos clinicos son dependientes de la localizacion de lesiones inflamatorias. En granjas
0 en cerdos sin contacto, el inicio es rapido, presentandose algunos dias después de la exposicion.
Los signos clinicos incluyen fiebre y apatia, seguidos por inapetencia y anorexia. La disnea, dolor (es
evidenciado cuando los animales chillan), hinchazén de las articulaciones, cojera, tembilor,
incoordinacion, cianosis, postracion y puede seguir la muerte.

El aborto en cerdas jévenes y cojera cronica en berracos puede ser secuela de una infeccion
aguda. Incluso si la infeccion en cerdas jovenes es controlada por el tratamiento antibiético, los cerdos
en subsecuentes partos pueden experimentar una severa enfermedad (Menard y Moore1990).



En cerdos convencionales, las infecciones crénicas en el corral de lechones pueden dar lugar
al sacrificio de los cerdos enfermos. La tos, la disnea, la pérdida de peso, la cojera, y la capa aspera
del pelo son los primeros signos clinicos.

Las lesiones macroscopicas primarias son serofibrinosas o fibrinopurulentas el exudado de
uno o multiples superficies serosas, incluyendo el peritoneo, el pericardio, y el pleural; superficie
articular, particularmente las articulacion carpal y tarsal, y los meninges pueden también estar
implicados (Hjarre 1958; Amano et al. 1994).

Al Microscopico, en los exudados se observa fibrina, neutrofilos, y bajo nUmero de macréfagos
(Vahle et al. 1995). Menos cominmente, las infecciones con Haemophilus parasuis pueden dar lugar
a la enfermedad septicémica aguda en la cual la cianosis, el edema subcutdneo y pulmonar, y la
muerte pueden ocurrir con la tipica inflamacion serosa (Riley et al. 1997; Peet et al. 1983; Desrosiers
et al. 1986). Fascitis y miositis (Hoefling 1991) y rinitis purulenta (Gois et al. 1983; Vahle et al. 1995)
también han sido reportados.

1.7.- DIAGNOSTICO

El diagnostico se basa generalmente en la historia de la granja, signos clinicos, y necropsias.
El aislamiento bacteriano, es necesario para la confirmacion, aunque no es siempre acertado. Esto es
debido en parte a lo fastidiosos del crecimiento del Haemophilus parasuis o que también pueden estar
presente otras bacterias en el espécimen.

El andlisis retrospectivo de sumision a los laboratorios de diagnostico en Ontario indica que la
incidencia verdadera de la enfermedad puede ser diez veces méas alta que el reportado, debido en
parte a la inhabilidad de confirmar la presencia del Haemophilus parasuis de especimenes sometidos
(Miniats et al. 1986). Las autopsias se deben realizar no solamente en cerdos con signos clinicos y
lesiones severas pero también en cerdos en la fase aguda de la enfermedad, antes de la
administracion de antibioticos.

La mejor ocasion para el aislamiento es cultivando varias superficies serosas o exudados, el
liquido cerebroespinal, y la sangre del corazén, incluso si las lesiones son suaves o0 no evidentes. El
Haemophilus parasuis se puede recuperar de estos liquidos cuando estan inoculados en un medio de
transporte antes del envio al laboratorio de diagnéstico (Mendez-Trigo y Trigo 1996).

Aunque algo laborioso para el diagnéstico rutinario, las técnicas especiales de dilucion
siguieron sembrando en los medios selectivos que contenian los antibidticos se han utilizado con éxito
para cultivar Haemophilus parasuis en alto nimero de especimenes respiratorios (Moller y Kilian 1990;
Moller et al. 1993). La incubacién del Haemophilus parasuis en CO2 5% 0 en un tarro con una vela no
hay crecimiento. Sin embargo, el uso de la sangre de caballo desfibrinada y base agar triptosa sangre,
mas bien que de la sangre de los bovinos o de las ovejas y agar soya tripticasa, parece realzar el
crecimiento.

Las pruebas bioquimicas se requieren para distinguir Haemophilus parasuis de otros
organismos dependientes de NAD o Factor-V que pertenecen a la familia Pasteurellaceae que han
sido aislados de los cerdos (Tabla 2) Moller et al. (1996) e identificados mal de vez en cuando como
Haemophilus parasuis, estos otros Microorganismos NAD-dependientes estan presentes en gran
namero en la cavidad nasal, las tonsilas, o los pulmones y se creen de potencial patogénico bajo
(Moller y Kilian 1990; Moller et al. 1993).

Solo el aislamiento proporciona seguridad en el diagnéstico, a lo que se suma el hecho de que
un mismo animal puede estar infectado, simultaneamente, por varios serotipos diferentes, por lo que
la recuperacion a partir de distintos 6rganos adquiere una importancia particular.

La diferenciacién con otros microorganismos préximos puede llevarse a cabo mediante
procedimientos de cultivo convencionales e incluso mediante la utilizacion de procedimientos rapidos
en microceldillas complementados con la informacion procente de los medios con sangre (hemdlisis y
CAMP). A este respecto, es conveniente la diferenciacion de A. minor, A. indolicus, A. porcinus y



Haemophilus taxon C; que, no siendo patdgenos, comparten los mismos lugares de aislamiento
primario.

Las muestras se tienen que purificar ya que es frecuente que varios serotipos estén presentes
en una granja, o diferentes especies de bacterias en un solo cerdo (Smart et al. 1989; Rapp-
Gabrielson y Gabrielson1992; Rapp-Gabrielson 1993). Asi, el aislamiento o recuperacion del
Haemophilus parasuis a partir de lesiones en sitios sistémicos grandes es la Unica forma de que el
aislamiento obtenido esta implicado en el proceso de la enfermedad.

La serotipificacién, es critica para una comprensién de la epizootiologia del brote de la
enfermedad y de la inmunorespuesta a la infeccion o a la vacunacion, esta disponible solamente en
algunos laboratorios de diagnostico.

En algunos lugares se practica un método de fijacion del complemento para la tipificacién,
pero plantea el grave inconveniente de numerosas reacciones cruzadas entre serotipos, lo que unido
a la posibilidad de que en la misma explotacion y adn en el mismo animal circulen distintos serotipos,
representa un procedimiento muy complicado de usar y extraer conclusiones practicas Utiles.

La deteccién directa del antigeno puede intentarse mediante métodos inmunohistoquimicos,
por ejemplo un sistema avidina-biotina, como se ha demostrado en el caso del serotipo 5, en
condiciones experimentales, aunque los resultados dependeran estrictamente de la calidad de los
anticuerpos utilizados (policlonales o monoclonales). Tiene la ventaja de que pueden aplicarse a
tejidos fijados en formol e incluidos en parafina, pero no resuelve reacciones falsamente positivas con
A. pleuropneumoniae.

La deteccion mediante procedimientos moleculares posee un gran futuro. A este respecto,
nuestro grupo (Rodriguez Ferri et al.) ha puesto a punto una PCR (reaccion en cadena, de la
polimerasa) con primers disefiados sobre zonas de homologia, conservadas, de las secuencias de los
genes thpB y tbpA, capaces no solo de detectar la presencia de Haemophilus parasuis entre colonias
sospechosas en cultivo, sino incluso directamente de material patoldégico obtenido del cadaver o
hisopos de secrecion nasal.

El procedimiento discrimina, en funcion del tamafio de banda detectada, la presencia de A.
pleuropneumoniae y A. suis. Otros microorganismos porcinos no patégenos del mismo género o
préximos (A. indolicus, A. porcinus, A. minor, Haemophilus taxén C), de la misma familia (P.
multocida) o de otras, resultan claramente diferenciados. El procedimiento puede completarse
mediante un analisis por restriccion con endonucleasas (PCR-RFLP), utilizando por ejemplo Aval, Tagl y
Rsal, que permite diferenciar tipos genéticos en nimero importante.

El ELISA indirecto es, en la actualidad, el procedimiento mas utilizado, con un antigeno
obtenido a partir de un serotipo virulento, con niveles aceptables de sensibilidad y especificidad,
aunque también se presentan reacciones cruzadas entre serotipos.

El diagnéstico diferencial debe incluir las infecciones bacterianas septicémicas causadas por
Streptococcus suis, Erysipelothrix rhusiopathiae, Actinobacillus suis, Salmonella choleraesuis var.
Kunzendorf, y Escherichia coli. Mycoplasma hyorhinis polyserositis y la artritis en cerdos de 3-a 10-
semanas-de edad producen lesiones similares a Haemophilus parasuis.

La importancia del Haemophilus parasuis en bronconeumonia se puede comprobar solamente

después de la identificacién de otros patégenos virales y bacterianos que se puedan implicar en el
proceso multifactorial de la enfermedad.
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TABLA 2. Reacciones bioquimicas diferenciales de cerdos NAD-dependientes Pasteurellaceae

Otros NAD-dependientes Pasterellaceae

Caracteristicas H. Actinobacillus Actinobacillus | Haemophilus | Actinobacillus | Actinobacillus
Bioquimicas parasuis pleuropneuminiae minor taxon C porcinus indolicus
Ureasa - + + - - -
Hemolisis - + - - -

Indol - - - - - +

Fermentacion de

Glucosa + + + + +/- +
Lactosa - - + - +/- +/-
Sucrosa + + + + +/- +
Manitol - + - - +/- +/-
Xilosa - + +/- - +/- +/-
L-Arabinosa - - - + +/-

Rafinosa - - + + +/- +

Fuentes: Moller y Kilian 1990; Rapp-Gabrielson y Gabrielson 1992; y Moller et al. 1996.

Nota: A.minor era conocido antes como Haemophilus taxon “Grupo Minor” ; A. porcinus era conocido antes como Haemophilus
sp. taxons D y E; A. indolicus era conocido antes como Haemophilus sp. taxon F.

Claves: + Indica mayores que 90% de aislamientos son positivos; —, menos del 10% de aislamientos son positivos; +/—,
reacciones variables entre aislamientos.

El cerdo ofrece ventajas comparado con el bovino de engorda, por ejemplo, el periodo de
engorda y el peso al mercado: los cerdos son sacrificados con un peso promedio de 100 Kg entre los
4.5 y 6 meses de edad, mientras que los vacunos requieren de entre 28 y 30 meses para alcanzar los
400 Kg requeridos para el mercado. Respecto al rendimiento en canal, para el cerdo este parametro
es casi del 100% el més alto de la especie ganadera. (Ciprian y Mendoza).

La clave del éxito de la porcicultura moderna radica en aumentar los indices de ganancia
diaria de peso (GDP) y disminuir la conversion alimenticia (CA). Estos parametros se observan
seriamente afectados por las enfermedades crénicas especialmente las NEUMONICAS. En este
aspecto las neumonias juegan un papel importante debido al tipo de explotacion intensiva que es
sometido el ganado porcino.

Definitivamente, los grupos segregados y de un gran niumero de animales, situacién que hoy
dia consideramos “granjas de alta salud”, presentan un mucho menor nimero de patdégenos, pero
tienen su propia flora de patégenos adaptada a sus circunstancias (Morris et al., 2002). Ello puede
suponer, pues, que ciertos agentes patdégenos causen graves problemas en granjas de alta sanidad
mientras que estos mismos agentes sean anecdéticos en granjas convencionales o en sistemas de
produccion extensiva. Un ejemplo claro de enfermedad de aparicion esporadica en granjas
convencionales, pero de gran importancia en granjas de alta sanidad es la enfermedad de Glasser
causada por Haemophilus parasuis. Algunos investigadores han sugerido que el cambio de
presentacion epidemiolégico de la enfermedad de Glasser podria explicarse por el patréon de
colonizacion de Haemophilus parasuis en cerdos jévenes, siendo este patron modificado por las
practicas de manejo como la segregacion y el destete precoz (Pijoan et al., 1997).

Por lo anteriormente mencionado el Haemophilus parasuis con buena razén, ha incrementado
recientemente la atencién de Veterinarios e Investigadores sobre la produccién a diferencia de otros
anos.

Identificado tradicionalmente, como causa asociada al estrés, la poliserositis fibrinosa en
cerdos jovenes (Enfermedad de Glasser), el organismo nuevo ha sido identificado en animales viejos
ingenuos (Inmunologicamente) e infectados, introducidos dentro de las granjas. Esta enfermedad a
sido identificada como uno de los mas serios problemas asociados con la mezcla de cerdos de varias
granjas.

En esta situacion, la poliserositis porcina clasica / artritis descubierta no esta presente a
menudo. (Gaylan et al, 1999)
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Esta hipotesis se basa en:

— Los lechones son colonizados por la bacteria eliminada por sus madres a distintas edades
(dependiendo del nivel de inmunidad maternal y del nivel de excrecién bacteriana de la cerda).

— A una cierta edad, por ejemplo, al destete, solamente una proporcion de cerdos estaran
colonizados (normalmente, mayor porcentaje de animales colonizados a mayor edad de destete).

— Cuando la proporcién de cerdos colonizados al destete es baja, la transmisién del microorganismo
de cerdos colonizados a no-colonizados en la transicion sera lenta.

— La proporcion de cerdos infectados mas tardiamente, en un momento donde ya no quede
inmunidad maternal, seran susceptibles a sufrir la enfermedad clinica.

Esta cascada de hip6tesis abre nuevas vistas sobre la patogenia de algunas enfermedades
bacterianas, y probablemente el término "patogenia de poblaciones" ofrece una aproximacién mas
realista a la comprensién de como funcionan estas enfermedades en la granja, y de como cambian
segun el sistema de produccion utilizado.

Por otro lado, el cambio a granjas de alta sanidad, conjuntamente con la mejora de las
técnicas de diagnéstico, ha supuesto la “aparicion” de nuevos procesos patolégicos (o quizas “viejos”
procesos patoldgicos que simplemente eran desconocidos hasta ese momento).

Dos puntos han coincidido:

1) Ambos son agentes que no suelen causar la muerte del animal, pero son muy fastidiosos y
dificiles de eliminar (probablemente son buenos ejemplos de “aquello que se ve” después de eliminar
“aquello que producia graves pérdidas al sistema”) y 2) se han desarrollado productos
vacunales/farmacoldgicos especificos para combatir estas infecciones. Este Gltimo punto ha supuesto
una verdadera presion comercial de los laboratorios sobre los veterinarios y granjeros, hasta el punto
de que la no-vacunacion o medicacion sistematica frente a estos agentes ha sido considerada como
una “falta de conocimiento” del veterinario encargado de granja, en algunos casos.

Como hemos podido darnos cuenta la situacién del Complejo Respiratorio Porcino en
explotaciones con destete convencional es bastante compleja y esto se incrementa en aquellas
explotaciones en las que se maneja el destete precoz separado (SEW) o el destete precoz medicado
(MEW) ambas practicas que van adquiriendo popularidad en nuestro pais, razén por la cual debemos
de tener claramente entendidos los problemas neuménicos con un buen diagnostico, para tomar las
medidas de prevencion, y en el mejor de los casos determinar un buen tratamiento con medidas de
manejo adecuadas, y asi controlar y posiblemente eliminar el problema de nuestra explotacién, por lo
que es sumamente importante entender como y porque en las diversas granjas, los diferentes agentes
infecciosos (tempranos y tardios) estan interrelacionando entre ellos.

En un destete precoz separado SEW o en un destete precoz medicado MEW practicado a 10
dias o menores, el hato con una baja o variable inmunidad, la eliminacién de la PCP sera en algunos
casos hasta en un 90%. ¢ Y cémo saber el status inmune?, para esto, se tendran que realizar estudios
seroldgicos y microbiolégicos de tipo horizontal y estratificado en la granja.

En un destete precoz separado SEW o en un destete precoz medicado MEW practicado a 16
dias, la oportunidad de eliminacion de la PCP sera del 50%. ¢Y como saber el status inmune?, para
esto, se tendran también que realizar estudios serolégicos y microbioldgicos de tipo horizontal y
estratificado en la granja.

En un destete convencional, por mucho que se practique a los 18 a 20 dias, la oportunidad de
eliminacion en el caso de la PCP seria del 5%. Aqui el diagndstico serolégico y microbioldgico es
valioso solo para determinar el status inmune de la granja, de ahi que sea necesario tener una
inmunidad de hato alta con vacunacion. La forma de controlar la PCP, la neumonia enzootica,
pasteurelosis pulmonar o enfermedad de Glasser u otras es por medio del diagndstico seroldgico y
microbiolégico, este sistema de diagnéstico detecta una respuesta inmunoldgica de los cerdos que
han estado con una infeccién pasada (Whittemore, 1988; Amass, 1998).
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En el caso de la Pleuroneumonia Contagiosa Porcina, esta no afecta por si sola una
explotacion porcina, el solo diagnostico serolégico/ microbiolégico de ella sola no es suficiente, las
otras enfermedades como Fiebre Porcina Clasica; Enfermedad de Aujeszky; PRRSv; Neumonia
Enzodtica y Enfermedad de Glasser contribuyen y complican el control y/o erradicacién de la PCP, lo
mismo esta sucediendo con otros agentes infecciosos, ya sean primarios o secundarios (Ciprian,
1999).

Dentro de las principales enfermedades infecciosas que afectan a los cerdos, las afecciones
respiratorias son las que causan mayor impacto y mayor dificultad para controlarlas y/o erradicarlas, a
continuacion, se presenta un anexo del Haemophilus parasuis.

. Duracion de la Inmunidad Edad cuando los

. . Edad inicial o - L L . Forma de

Microorganismo L materna calostral (si/no: la || signos clinicos son || Incubacion Reservorios )
De deteccion - . - transmision

inmunidad es protectiva) observados
Contacto
Haemophilus . . 2 semanas a 4 directo
Ph 7 dias 2 a 4 semanas (si)

parasuis meses Aerosoles

Heces fecales

Modificado Amass, 1998

Las pruebas serolégicas y microbioldgicas por lo tanto deben de poseer una buena
sensibilidad y especificidad, ya que en las granjas no se observa ningin problema que pueda hacer
pensar que la PCP o la neumonia enzootica, o la pasteurelosis pulmonar o enfermedad de Glasser
estan presentes. La serologia por ejemplo deberia de utilizarse por lo tanto, entre otras, en las
siguientes situaciones:

1. Confirmacioén de una infeccién cronica, previa evaluacion de las lesiones pulmonares tipicas.

2. Estudio de la cinética de anticuerpos en una granja infectada, para establecer programas de
vacunacién y/o medicacion por via oral (alimento/agua).

3. Identificacion de maternidades infectadas en el caso de la compra de lechones para sistemas
de tipo todo dentro, todo afuera. Este punto es importante, para la decisidbn de muestrear
madres, se debe tener en cuenta que hay baja prevalencia, con titulos de anticuerpos bajos y
por lo tanto se dificulta la interpretacion (aqui la PCP debera tratarse como una enfermedad
de tipo individual, y muestrear a todas las marranas). En el caso de los lechones se deberan
de muestrear antes y después del destete a partir de las 8 semanas de edad (dependiendo
del sistema de SEW o MEW o convencional).

4. Verificacion de la respuesta de anticuerpos frente a una vacunacion (se debera de tomar en
cuenta que tipo de inmundgeno se esta aplicando para interpretar los resultados seroldgicos
con los diversos antigenos).

5. Estudios seroldgicos tendientes a un programa de erradicacion (Gottschalk, 1998)

En la seleccion de la mejor prueba diagnéstica, existen numerosos criterios que determinan
cual es la mejor prueba de diagnéstico para una situacién dada e incluyen: COSTO, SENSIBILIDAD,
ESPECIFICIDAD, RAPIDEZ y DISPONIBILIDAD. Todos esos criterios pueden ser correlacionados a
la situacién especifica. (Zeman, 1997).

Los laboratorios dedicados al servicio de la industria porcina, que cuentan con una buena
infraestructura diagnéstica, como son los laboratorios de diagnéstico de los Estados Unidos (Zeman,
1997) y probablemente algunos de Salud Animal de México (Valdivia et al, 1997) estan enfocados
basicamente entre otros, a estos objetivos:

a) ldentificar la causa precisa del brote agudo de la enfermedad (desde el diagnéstico de la
enfermedad hasta la elaboracion de seroperfiles), lo cual permite precisar los métodos de control, para
ser rgpidamente implementados; permite colectar datos de la enfermedad, para establecer las
estrategias de los cambios de manejo, que permitirdn prevenir el mismo problema, en el siguiente
ciclo de produccién

b) Identificar y eliminar a los animales expuestos conocidos (aplicando la serologia ampliamente) para
erradicar ciertas enfermedades reguladas por el Gobierno Federal (como es el caso de la Brucelosis)
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Las reglas de oro para el Dr. Zeman (1997) y que muchos patélogos y microbiélogos
compartimos para el diagnéstico de una enfermedad clinica es:

1°. Identificar las lesiones patoldgicas que expliquen la aparicion de los signos clinicos.

2°. Identificar los patdgenos o factores (traumas, toxinas, medio ambiente entre otros) que son
conocidos y que estan produciendo estas lesiones.

La identificacion en ambos casos es critica, ya que actllan en forma sinérgica para producir un
diagnostico definitivo. La investigacion de las enfermedades infecciosas, con solo la observaciéon de
las lesiones sin el soporte microbiologico, restringe considerablemente las posibilidades del
diagnéstico, asi un diagndstico definitivo por solo las lesiones no puede ser posible.

EJEMPLO: Meningitis purulenta en cerdos de 2 semanas de edad: Meningitis bacteriana. Para
el diagnéstico definitivo es necesario realizar cultivos para identificar a: Streptococcus suis,
Haemophilus parasuis, Escherichia coli y otros patégenos. Si fuera al contrario, la identificacion de
estos agentes (aun aplicando las técnicas de PCR) y que no correspondieran a las lesiones
patoldgicas encontradas, es solo la identificacion de potenciales patdgenos que son ubicuos en la
piara y en las instalaciones (Zeman, 1997).

Si la razon de la prueba de diagnéstico es algo (herramienta diagndstica) para el diagndstico
clinico, muchas veces es muy importante clarificar la meta precisa de la prueba. Si se desea
determinar el ambiente limpio de una enfermedad dada, varios factores deben ser considerados en la
prueba diagnéstica, como serian: SENSIBILIDAD, ESPECIFICIDAD, NIVEL DE PREVALENCIA
ESPERADA y NIVEL DE CONFIANZA SATISFACTORIA.

a) Sensibilidad: Es la habilidad de una prueba para detectar a TODOS los verdaderos positivos.
b) Especificidad: Es la habilidad de una prueba para detectar SOLO a los verdaderos positivos.

Si la prueba es 100% sensible no presentaria falsos negativos (no falla para detectar a los
verdaderos positivos); si la prueba es 100% especifica no presentaria falsos positivos (no falla para
detectar a los verdaderos negativos). Sin embargo, la sensibilidad y la especificidad van de la mano,
es decir cuando se afecta uno también el otro. El efecto esperado es cuando aumenta la sensibilidad,
puede disminuir la especificidad o bien cuando aumenta la especificidad, puede disminuir la
sensibilidad. Si fuera 100% sensible y 100% especifica se estaria frente a una prueba perfecta.
Desafortunadamente existen pocas pruebas perfectas en el mundo, y se tiene que determinar un
cierto nivel de aceptabilidad, como ocurre con el PCR.

El nivel de aceptabilidad esta relacionado a la pregunta especifica que se intenta responder.
Si la decision a tomar es la erradicacién de una enfermedad dada, la Normas Oficiales indican que la
prueba debe de tener una alta sensibilidad, para identificar a los infectados en forma individual. La
prueba mas sensible seria preferida, si la especificidad estuviera insignificantemente comprometida,
ya que durante la erradicacion un falso positivo raro (verdaderamente negativo) seria mejor para el
proceso del mismo, que un falso negativo raro (verdaderamente positivo), ya que estos animales
falsos negativos estarian diseminando la enfermedad en la demas poblacion, y afectaria seriamente el
proceso de erradicacion (Zeman, 1997).

En general, la SENSIBILIDAD de una prueba es de suma importancia, cuando los animales
probados y resultaron positivos fueron los que produjeron la enfermedad en la piara sana y limpia, y
fueron los que causaron el brote. Asi. la ESPECIFICIDAD se convierte de suma importancia, cuando
hay interés que un falso positivo no ponga fin a la utilidad de un animal valioso (Zeman, 1997).

El costo de las pruebas de laboratorio en medicina veterinaria (sobretodo en la produccion
animal: cerdos) es siempre un problema, en algunas ocasiones el costo de $10.00 délares por prueba,
puede ser (til, sin embargo, el costo de $25.00 délares por prueba, afectaria seriamente la economia
de la produccién animal. En otras ocasiones el costo de $50.00 délares por prueba, puede ser de gran
utilidad por la prevencion de pérdidas econémicas.
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Ahi es donde se tiene que tener muy claro, que pregunta especifica se quiere contestar con la
prueba a utilizar y que a la vez sea econdémica. La popularidad de la prueba afecta también el precio,
una demanda de la prueba hace que el laboratorio, se equipe y adquiera los reactivos necesarios para
llevarla a cabo y la hace menos cara. De ahi, que los laboratorios estén considerando el costo de las
nuevas pruebas y las estén comparando con el costo de las viejas pruebas, y a la vez estén
analizando las ventajas y desventajas de las mismas (Valdivia et al., 1997; Zeman, 1997).

Las técnicas de biologia molecular aplicadas al diagnostico microbiolégico de las
enfermedades respiratorias. La reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) es una técnica usada
para amplificar regiones especificas del ADN. Los principios de esta técnica fueron descritos
primeramente en 1971 pero no fue hasta los afios 80s que la técnica fue adaptada y desarrollada
completamente. En aquella época esta técnica constituyd una sefial muy importante de avance en la
biologia molecular ya que permitié la gran produccién de segmentos especificos del ADN. Esta técnica
se basa en el hecho de que ciertas secuencias de una region dada de la molécula del ADN son
conocidas (Gingold, 1990).

Por lo tanto PCR se utiliza para amplificar la regién entre dos secuencias conocidas. El
producto amplificado se puede detectar por diferentes métodos, variando en sensibilidad, exactitud y
viabilidad para el diagnéstico de laboratorio, como son: el corrimiento en gel de agarosa, Southern
Blot, microtitulo en microplacas y la deteccion directa de tiempo real de los productos en el tubo de
PCR visualizado por fluorescencia (Mathew, 1990. Higushi et al., 1993).

La técnica de PCR se puede utilizar para identificar microorganismos causantes de
enfermedad y de suma importancia en medicina en donde es necesario un diagnéstico rapido. Hoy en
dia el PCR no se puede considerar como substituto de la bacteriologia clasica. PCR es de inferior
sensibilidad a los métodos clasicos cuando las bacterias tienen crecimiento rapido, no obstante tiene
muchas ventajas al detectar microorganismos de crecimiento lento o cuando la deteccion se lleva a
cabo en muestras contaminadas. Una de las ventajas mas evidentes de la técnica de PCR es la
rapidez de los resultados y de que se pueden trabajar muchas muestras. Con la bacteriologia
tradicional se necesita un minimo de 2 dias para alcanzar un diagndstico rapido. Pero en el caso del
PCR, solamente algunas horas son necesarias. Por lo tanto, las bacterias de lento crecimiento, o
bacterias no cultivables, virus, asi como hongos, son los mejores candidatos para ser detectados por
PCR (Calsamiglia. 1999; Calsamiglia et al., 1999).

Como ventajas del PCR es la variedad de aplicaciones, y tradicionalmente se ha utilizado
como una herramienta de diagndstico para detectar ciertos microorganismos especificos en muestras
clinicas. El PCR también puede utilizarse para realizar estudios epidemioldgicos y llevar a cabo una
vigilancia epidemioldgica en las granjas animales. Otra importante aportacion del PCR es que permite
la deteccion de los animales que son portadores de cierta enfermedad (Calsamiglia, 1999; Mendoza et
al., 1999) .

Como desventajas del PCR. La deteccién de falsos negativos: Si los iniciadores no son
especificos, si la concentracion de los componentes no estan estandarizados y las condiciones de la
reaccién no estan claras podrian obtenerse resultados falsos negativos. Con respecto a los resultados
falsos positivos: Si los iniciadores son homdlogos a las secuencias pero no al gen blanco o si los
productos y soluciones estdn contaminadas con reacciones anteriores, entonces se podrian
presentarse falsos positivos (Calsamiglia, 1999). Por lo que el PCR detecta ADN pero no la distingue
entre los microorganismos vivos y muertos, ni tampoco detecta sensibilidad a antibiéticos, también el
costo es un inconveniente en comparacion con el diagnostico microbiolégico o serolégico.

El diagnostico rutinario para algunos laboratorios de enfocan a los siguientes
microorganismos. Pasteurella multocida se detecta toxina positiva DNT (+); Mycoplasma
hyopneumoniae (nested-PCR); Streptococcus suis y Haemophilus parasuis (rep-PCR) y PRRSv
(Tagman). Estos son los agentes principalmente implicados en el Complejo de la Enfermedad
Respiratoria de los Porcinos (PRDC). Este sindrome es cada vez mas importante la causa de una baja
productividad de los cerdos, caracterizado por un crecimiento lento, la baja eficacia alimenticia,
anorexia, tos y disnea, donde estdn implicados los microorganismos antes de mencionados
(Calsamiglia, 1999; Calsamiglia et al., 1999; Dee, 1996; Lichtensteiger et al., 1996).
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En el caso de Streptococcus suis. y de Haemophilus parasuis la técnica de rep-PCR ha
mostrado resultados muy Utiles para el estudio de la epidemiologia en las piaras. La técnica rep-PCR
identifica cepas individuales, aun del mismo serotipo (Torremorrell, 1999). Hemos demostrado que la
mayoria de los brotes de la enfermedad en granjas son debidos a una sola cepa. También esta
técnica nos ha permitido observar la transmisién de estas cepas entre granjas (Mendoza et al., 1999).

Sistema rapido para el diagnéstico serologico de  App- Hps-Pm-Mh Denominado
NEUMOTESTP®. (Marca Registrada UNAM). (Ciprian, et al. 1999)

1. METODOS DE DIAGNOSTICO DE LAS ENFERMEDADES RESPIRATORIAS BACTERIANAS EN
MEXICO.

El diagndstico definitivo de las enfermedades respiratorias del cerdo, en las que se incluyen;
Pleuroneumonia Contagiosa Porcina, PCP; Neumonia Enzodética, NE; Pasteurelosis Pulmonar, PP y
Enfermedad de Glasser, EG, deben ser oportunos y rapidos y es esencial para identificar a
Mycoplasma hyopneumoniae y a los diferentes serotipos y tipos prevalentes de Actinobacillus
pleuropneumoniae; Pasteurella multocida y Haemophilus parasuis prevalentes en las zahurdas y en
las granjas, asi como en las diferentes zonas porcicolas del pais, ya que permite utilizar y/o elaborar
los bioldgicos/reactivos adecuados para el diagnéstico, asi como los biolégicos para la inmunizacion
de los animales susceptibles. En México, asi como en los paises latinoamericanos, el diagnéstico de
las enfermedades respiratorias bacterianas lo llevan a cabo de la siguiente manera:

a) Observacion de los signos clinicos en el cerdo y en los de la zahurda, este método no es
confiable, ya que solo los signos clinicos que se presentan en cursos agudos de las afecciones
respiratorias, permiten identificar a la PCP, quizas a la EG, mientras que en los casos cronicos de
la misma PCP y EG, ademas de la NE y PP pasan inadvertidos, y solo se reflejan en los
parametros de la Ganancia Diaria de Peso (GDP) y Conversion Alimenticia (CA).

b) Observacion de las lesiones a la necropsia de los animales muertos de los casos agudos o
durante la inspeccién de las canales, en los centros de abasto de los casos cronicos. Para el
estudio patolégico se requiere de los servicios de un Médico Veterinario especialista en Patologia,
y aungue algunas lesiones son propias de la PCP se pueden confundir con EG, no asi con NE y
PP, sin embargo, no podemos identificar a los serotipos prevalentes en las zahurdas de una
misma granja.

c) Aislamiento, identificacion vy tipificacion de los microorganismos presentes en los pulmones de los
cerdos con problemas agudos o bien crénicos. Este proceso tarda de 48 a 72 horas en el mejor de
los casos, como seria con Actinobacillus pleuropneumoniae y Pasteurella multocida; pero es lento
en el caso de Haemophilus parasuis, y mas lento para Mycoplasma hyopneumoniae. Para realizar
estas técnicas es necesario contar con un laboratorio bien establecido, en donde ademas de
contar con los reactivos, medios de cultivo y antisueros conocidos, se requiere del personal
calificado, y en México existen pocos laboratorios que brindan este servicio.

d) El diagndstico serolégico se lleva a cabo en los cerdos vivos de las granjas o en los cerdos en los
centros de abasto. El método seroldgico es uno de los mas adecuados, ya que se puede realizar
en los animales vivos con y sin signos clinicos, no requiere del sacrificio de los cerdos, es més
rapido y nos permite hacer perfiles de la enfermedad, identificando el punto de infeccién en la
granja, ademas permite identificar los serotipos prevalentes. Para el diagnéstico seroldgico de la
PCP, NE, se encuentran algunas pruebas tales como; aglutinacion, aglutinacion con particulas de
latex, aglutinacién lenta en tubo; aglutinacion lenta en tubo con 2-mercaptoetanol,
hemoaglutinacion indirecta, fijacion de complemento y ELISA entre otras. Pocas de estas pruebas
se realizan en México, y las que se utilizan son méas para estudios de investigacion que para
diagndstico, debido principalmente a la falta de infraestructura, equipo, y personal capacitado, que
solo los laboratorios de las Universidades e Institutos cuentan (Ciprian et al., 1990).

La problemética acerca de la PCP, PP, NE y EG expuesta anteriormente motivo a los autores
(Ciprian et al., 1988; Colmenares et al., 1992; Mendoza et al., 1992 y Torres et al., 1992) de este
trabajo al desarrollo de un paquete tecnoldgico disefiado para elaborar a nivel industrial KITS de
diagnéstico serolégico de la PCP, PP, NE y EG; empleando tecnologia sencilla y de bajo costo;
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paquete tecnolégico denominado NEUMOTEST® App; -Pm; -Mh; -Hps (mr: marca registrada por la
UNAM), que permitird conocer la situacidon de la granja con respecto a la enfermedad, permitira
conocer mediante los perfiles serolégicos los puntos de infeccién o las ventanas inmunoldgicas y asi
poder establecer las medidas de control necesarias.

2. RESUMEN DE LA INVENCION.

El paquete tecnolégico NEUMOTEST® App; -Pm; -Mh; -Hps (mr: marca registrada por la
UNAM), consiste en un método rapido que no requiere equipo de laboratorio, se realiza en unos
minutos y solo requiere de pocos mililitros de suero del animal a estudiar, por lo que no se necesita de
personal calificado. EI método rapido es un ensayo de diagnéstico seroldégico por medio de una
prueba de aglutinacion directa en placa, que ofrece la Unica oportunidad de distinguir directamente en
la propia granja, si un cerdo ha sido infectado o si el cerdo esta sano.

NEUMOTEST® App; -Pm; -Mh; -Hps (mr: marca registrada por la UNAM), es una prueba de
aglutinacion en placa destinada a identificar directamente anticuerpos (de la clase IgG de alta afinidad)
capsulares de Actinobacillus pleuropneumoniae (serotipos 1 al 12); anticuerpos (clase IgG) LPS de
Pasteurella multocida y anticuerpos (clase IgG) capsulares de Haemophilus parasuis y anticuerpos
IgG contra Mycoplasma hyopneumoniae presentes en el suero de cerdos de cualquier edad.

El paquete tecnoldgico consiste en un estuche portatil disefiado para diagnosticar cerdos
infectados con Pasteurella multocida (Pasteurelosis Pulmonar, PP); Mycoplasma hyopneumoniae
(Neumonia Enzodtica, NE); Actinobacillus pleuropneumoniae (Pleuroneumonia Contagiosa Porcina,
PCP) y Haemophilus parasuis (Enfermedad de Glasser, EG). El sistema rapido de diagndstico
seroldgico se realiza mediante las pruebas de aglutinacién o de aglutinacién en latex que permite
hacerlo en la misma explotacién porcina y ademés de que distingue en los casos de Pasteurella
multocida (Pasteurelosis Pulmonar, PP); Actinobacillus pleuropneumoniae (Pleuroneumonia
Contagiosa Porcina, PCP) y Haemophilus parasuis (Enfermedad de Glasser, EG), si los cerdos estan
infectados y en el caso de Mycoplasma hyopneumoniae (Neumonia Enzoética, NE) determinar los
puntos de infeccidbn mediante el uso de perfiles seroldgicos.

El sistema de diagnéstico serolégico es un estuche que contiene los antigenos, para
realizacion de las pruebas seroldgicas; estos antigenos varian desde de Pasteurella multocida (tipos
capsulares A y D comunes); Actinobacillus pleuropneumoniae (serotipos capsulares: 1, 2, 3, 4,5a, 5b,
6,7,8,9, 10, 11 6 12); Haemophilus parasuis (serotipos capsulares: de alta virulencia ++: 1, 5, 10, 12,
13y 14; o hien serotipos de relativa virulencia +: 2, 4 y 15); hasta el de Mycoplasma hyopneumoniae.

El método para diagnosticar la pasteurelosis pulmonar, la pleuroneumonia, la enfermedad de
Glasser o la neumonia enzodtica comprende los pasos de preparar un reactivo de aglutinacién o de
aglutinacion en latex; de estabilizar el reactivo utilizado, a temperatura ambiente en un tiempo corto;
de depositar enseguida el suero de muestra en una de las celdas de la placa de prueba; incorporar el
reactivo de aglutinacién o de aglutinacidon en latex a la muestra y mezclar enseguida, enseguida se
someten los resultados a un método comparativo de interpretacion cualitativa, en donde la muestra
celda de cerdos infectados presenta un aspecto grumoso, en tanto que la celda de cerdos sanos o
vacunados (siempre y cuando no sean recién vacunados, es decir después de 15 dias
posvacunacion), apareceran sin grumos.

Otro de los objetivos de la invencion es proporcionar un equipo y método en donde los
reactivos utilizados permiten que el diagnostico de las enfermedades respiratorias bacterianas sea de
facil operacion y eficiente por no presentar falsos negativos, permitiendo el manejo de los animales
sanos de la granja cuando se utiliza como prueba tamiz de monitoreo. Otro mas de los objetivos de la
invencion es que solo se requiere de una minima parte del suero para efectuar el diagndstico y por lo
mismo se pueda aplicar a una granja completa, lo que permite evaluar el status inmune de la granja
valorando e interpretando los seroperfiles.
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1.8.- TRATAMIENTO

En casos tempranos, se pueden utilizar con éxito el tratamiento parenteral con penicilina,
amoxicilina, ampicilina, oxitetraciclina, enrofloxacina y sulfamidas - trimetroprim. El tratamiento debe
de realizarse de forma temprana, especialmente en los casos de meningitis. Es basico identificar el
comienzo de la enfermedad. La medicacién con agua de bebida durante tres dias con Amoxicilina
(250 gramos / 1000 litros) seguida de una medicacion durante una semana con fenoximetil penicilina
en la racién (250 gramos / ton) da buenos resultados en casos graves. (Rodriguez et al. 2000).

El uso profilactico de antibidticos o de medicacién oral terapéutica puede ser de poco valor en
brotes severos de Haemophilus parasuis (Madsen 1984; Wiseman et al. 1989; Menard y Moore 1990).

Las altas dosis de antibidtico deben ser administradas parenteralmente tan pronto como los
signos clinicos se hayan manifestado, y todos los cerdos en el grupo afectado, y no justo con ésos
signos observados, deben ser tratados (Desrosiers et al. 1986).

La penicilina se ha considerado la droga de opcion, pero un aumento en la resistencia a la
penicilina ha sido reportada (Kielstein y Leirer 1990). La mayoria de las cepas de Haemophilus
parasuis son también sensibles in vitro a la ampicilina, a la fluoroquinolona, a las cefalosporinas, a la
gentamicina, a la spectinomycina, y a las sulfas reforzadas; Un gran ndmero de cepas son resistentes
a la tetraciclina, a la eritromicina, y a otros aminoglicosidos, y lincosamida (Kielstein 1985; Trigo et al.
1996).

El uso profilactico de antibiéticos durante el periodo de riesgo evita la presentacion de brotes
severos de la enfermedad.

Los antimicrobianos de primera eleccién son: PRIMECIN, FLORTEC y SULFATROPIN,
también ESTREPTOPEN, LAPIPEN, FLUPEN, AMPIPEN, DIRAMOX, MINOXEL, MINOXEL PLUS
tienen buena actividad contra Haemophilus parasuis. (Orozco, V.; Flores, V3.

PRENICEF 5 g 3 a 5 mg/ kg de peso vivo (1 ml por 20 a 33 kg de peso). PRENICEF RTU 3 a
5 mg/ kg de peso vivo (1 ml por cada 10 a 16 kg). PIRODEX AVANDAL DIFAS Dosis para un cerdo de
50 kg: 1 sobre de 10 g (10 mg/kg) de peso vivo. DOXIMINA 1 ml por cada 5 a 10 kg de peso corporal
(5 a 10 mg/kg) cada 12 a 24 horas, dependiendo del caso clinico a tratar desde 3 dias a 8 dias.

NEUMOXOL 1ml/ 20 a 40 kg de peso corporal. (2.5 a 5 mg/ kg) Durante 3 a 5 dias pudiendo
ampliarse la duracion del tratamiento a criterio del Médico Veterinario. TILAX 10 a 20 mg /kg de
tilosina lo que equivale a 1 ml por cada 10 a 20 kg de peso corporal cada 12 a 24 horas por un periodo
de 3 a 5 dias. http://www.arandalab.com.mx/CUADRO%20PORCINOS.asp

1.9.- PREVENCION E INMUNIDAD

En los casos en los que los lechones lactantes se vean afectados, se puede prevenir la
enfermedad: Inyectando las cerdas con penicilina o0 amoxicilina o ampicilina en el momento del parto o
bien medicando el pienso (7 dias antes del parto y 7 dias después) con fenoximetil penicilina o
amoxicilina o ampicilina.

En los casos de expresion de enfermedad en lechones destetados y/o engorde: Medicar
raciones de lactacion, iniciador de destete y/o entrada de engordes con (200 - 250 gramos / ton) de
fenoximetil penicilina 6 (300 gramos / ton) amoxicilina o ampicilina.

Inyectar todos los lechones dos dias antes de la incidencia y el dia de mayor incidencia de la
enfermedad con Penicilina retardada.

Realizar medicaciones pulsatiles (tres dias a la semana) dos semanas antes y después del
periodo de mayor incidencia con Amoxicilina en el agua de bebida.
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En todos los casos de medicacion con antibiéticos prestar especial atencidn al periodo de
retirada de los mismos para evitar residuos en carne (especialmente en las cerdas y en lechones
vendidos como tostones).

La mucosa nasal de los lechones se puede colonizar antes de la 12 semana de edad, la
eliminacion del Haemophilus parasuis en el destete temprano es poco probable se lleve a cabo. Clark
et al. (1994) se evaluaron varias estrategias medicinales del destete precoz y encontraron que el
Haemophilus parasuis podrian ser eliminado solo cuando la administracion parenteral y oral de altas
dosis de antibiéticos a los lechones era una parte del tratamiento.

La eliminacién del Haemophilus parasuis de una granja puede no ser deseable, ya que al
mezclarse subsecuentemente los cerdos no contaminados con los cerdos que abrigan al Haemophilus
parasuis durante fases posteriores en la produccion puede dar paso a la enfermedad con la
devastacion y en pérdidas econémicas.

La introduccion de animales reproductores nuevos de una granja con un estado de salud
diferente, como prevencién incluye el aislamiento, con periodos de largo tiempo para la aclimatacion
para permitir desarrollar la inmunidad protectora por vacunacion o por la exposicién natural.

La inmunidad maternal y natural son factores criticos para controlar el proceso de la
enfermedad (Nielsen y Danielsen 1975). Los cerdos expuestos previamente a la cepa no patogénica
del Haemophilus parasuis desarrollan resistencia al desafio subsecuente con las cepas virulentas
(Nielsen 1993).

La vacunacion de cerdas jovenes dio lugar a la inmunidad maternal protectora por hasta 4
semanas en que los lechones fueron desafiados con los mismos serotipos contenidos en la bacterina
(Solano et al. 1998). Debido a la naturaleza septicémica de la enfermedad, los anticuerpos son
probablemente el mecanismo inmune protector mas importante.

Hay numerosos informes del acertado control de la enfermedad por vacunacién con la
comercial bacterinas manada-especificos (Nielsen y Danielsen 1975; Riising 1981; Wiseman et al.
1989; Menard y Moore 1990; Schimmel et al. 1992), Alli son también casos donde no son eficaces los
bacterinas, y éstos pueden ser debido a la carencia de la proteccion cruzada para la cepa o el
implicado serotipo en el proceso de la enfermedad.

La proteccién cruzada contra otras cepas virulentas no son siempre evidentes en modelos de
desafio experimental (Miniats et al. 1991; Kielstein y RaBbach 1991; Rapp-Gabrielson et al. 1997).
Aunque la proteccion cruzada es sobre todo una preocupacién por las bacterinas comerciales, las
bacterinas manada-especificos les puede también faltar eficacia debido a la presencia de mas de una
cepa o serotipo o de la introduccién subsecuente de una nueva cepa en la manada. La demostracion
que la cepa virulenta puede no proteger contra en el desafio contra diversas cepas heterologas y
homologas del mismo serotipo, o aun el desafio contra cepas homélogas, indica que los antigenos
protectores pueden no ser idénticos al factor de la virulencia o a los antigenos tipo-especificos
(Kielstein y RalBbach 1991; Rapp-Gabrielson et al. 1997).

La eficacia en el desafio contra diversas cepas del mismo serotipo, asi como la proteccion
cruzada contra algunos serotipos heterélogos, ha sido demostrada con una bacterina que contenia los
serotipos 4 y 5 de Haemophilus parasuis. (Rapp-Gabrielson et al 1996.1997). Sin embargo, en estos
mismos informes, la evaluacion de este bacterina, asi como otros bacterinas comerciales,
demostraron que ninguna protegia completamente contra los seis serotipos mas frecuentes asociados
a enfermedad en Norteamérica. Las cepas que representaban nueve serotipos, asi como cepas no
tipificables, se ha demostrado que son virulentas. Debido a la heterogeneidad de las cepas con
potencial patégeno y la carencia actual de la comprension de la proteccion antigénica y de factores de
virulencia, es inverosimil que cualquier bacterina proporcionard inmunidad cruzada contra todas las
cepas de la significacion etiologica en la poblacion de cerdos.

Los programas del control pueden incluir vacunas y tratamientos con antibiéticos pero también
como préactica de gerencia del direccionamiento para reducir o eliminar otros patégeno respiratorios,
de ajustar la edad del destete y el movimiento de los cerdos, y de eliminar mezclas de cerdos en todas
las etapas de la produccién.
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1.10.- NORMAS DE MANEJO
La primera medida de prevencion es la practica de un manejo sanitario correcto.
Las recomendaciones en este apartado son las siguientes:

- Realizar un adecuado programa de adaptacién sanitario en cerdas primerizas que posibilite el
contagio paulatino en un adecuado local de adaptacién sanitario.

- Lavar las cerdas antes de entrar en la sala de parto.

- Controlar que cada lechén reciba la maxima cantidad de calostro al nacer (los anticuerpos son
posiblemente el principal mecanismo de inmunidad protectora).

- Proporcionar una buena higiene y manejo dentro de la sala de parto.

- Practicar siempre el sistema todo dentro/ todo fuera estricto en maternidad, destete y engorde.

- Utilizar rejillas de plastico en destete.

- Controlar de forma intensa la temperatura ambiente ( temperatura confort ) durante los primeros 3
dias posparto, 5 dias posdestete y 10 dias después de la entrada en engorde. Mantener a los
cerdos por encima de la temperatura critica inferior. Utilizar un adecuado aislamiento en las
paredes de las naves. (Fig. 15, 16, 17, 18 y 19)

- Suministrar un minimo de 0,22 m2/ lechén en el destete y 0,75 m2/cerdo de engorde.

- En engordes con ventilacion natural disponer un minimo de 3,3 m3/cerdo.

- Suministrar un caudal constante de agua durante el destete de 750ml/min. en cazoleta (una
cazoleta cada 10 - 15 lechones).

- Comprobar si el peso de los animales a la entrada en un local es adecuado para soportar el
ambiente, el tipo de alojamiento y el tipo de suelos.

- Evitar las corrientes de aire.

- Evitar ambientes con bajas temperaturas y humedad.

- Mantener el ambiente con una temperatura elevada y baja humedad o viceversa.

- Mantener los niveles de contaminacion ambiental.

- Evitar la mezcla de animales de diferentes origenes sanitarios en la fase de engorde.

1.11.- ERRADICACION

Se trata de un germen ubicuo: se encuentra distribuido por todo el mundo y esta presente
incluso en las granjas de alto estado sanitario.

Es realmente dificil conseguir la erradicacion de la enfermedad en lechones de cerdas
portadoras. La eliminacién de Haemophilus parasuis con la practica de un destete precoz es
practicamente imposible dado que la contaminacion de las mucosas de los lechones recién nacidos se
produce incluso antes de la primera semana de vida.

La practica de la despoblacion - repoblacién puede contemplarse siempre que los lechones
producidos después de la repoblacién no se mezclen con animales portadores ya que en el caso de

tener contacto con animales "contaminados" en alguna de las fases productivas los efectos pueden
ser devastadores.

1.12.- HIPOTESIS

Se tendra a partir del cultivo bacteriano de Haemophilus parasuis un antigeno, entonces se
obtendra una prueba serol6gica de la enfermedad de Glasser en cerdos.
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2.- OBJETIVO

2.1.- OBJETIVO GENERAL

Obtener y evaluar un antigeno a partir de Haemophilus parasuis para el diagndstico seroldgico
de la enfermedad de Glasser en cerdos en una granja, (estudio preliminar).

2.2.- OBJETIVOS PARTICULARES

2.2.1.- Obtener la biomasa de Haemophilus parasuis a partir de diferentes medios de cultivo, para
tener el mejor rendimiento bacteriano posible.

2.2.2.- Realizar el acondicionamiento de la biomasa de Haemophilus parasuis para obtener un
antigeno con una tincion.

2.2.3.- Evaluar el antigeno obtenido con muestras de sueros de animales procedentes de diferentes
granjas, mediante la técnica de aglutinacion en placa.
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3.- MATERIALES Y METODOS

3.1.- Cepas.
Cepa 1:

Se utiliz6 para este trabajo una cepa de Haemophilus parasuis serotipo 5 denominado
Nagasaki, enviada por el CINVESTAYV; a la cual se le realizaron las pruebas Bioquimicas primarias y
secundarias correspondientes para su identificacion.

Cepa 2:

Staphylococcus aureus como cepa nodriza para realizar la prueba de satelitismo por la
dependencia de Haemophilus parasuis al Factor V, Nicotinamida Adenina Dinucleétido (NAD).

3.2.- Obtencion de los sueros de cerdo para las pruebas serolégicas.

Los sueros utilizados para llevar a cabo las pruebas de aglutinacion en placa, fueron
obtenidos en 714 sueros de cerdos de los cuales 664 fueron de animales de campo, muestras
obtenidas en Chiapas en granjas de tras patio y granjas de produccion por todo el estado con la
colaboraciéon de la Universidad Autbnoma de Chiapas y 50 de un proyecto de investigacion en el
centro de investigacion de Palo Alto Edo. de Méx.

Toma muestra C-1 FESC Dr. Abel C, Dr. Susy M. Dr. Andres R.Rocio L, Ma Elena E. Ed. MVZ. David T.
Figura 3.1: Toma de muestra, FES-C C1, Dr. Abel C, Dr. Susana M, Dr. Andrés R, Rocio L, Ma. Elena E, Edic.
MVZ. David T.

3.3.- Controles (+) y ().

Se utilizaron como referencia sueros de cerdos vacunados con bacterina de Haemophilus
parasuis Control (+), y suero de cerdos SPF (libres de patégenos especificos) como Control (-). Los
controles negativos fueron de los cerdos SPF de los cuales antes de ser vacunados con la bacterina
se tomaron muestras de suero y se realizaron titulaciones de anticuerpos. (Suero inicial, Anticuerpos
de Haemophilus parasuis, cero).

3.4.- Aislamiento.
La cepa de Haemophilus parasuis se sembré en un medio de Agar Sangre y en Agar PPLO

con estria de Staphylococcus aureus (para brindarle el factor V (NAD) de crecimiento) y observar
crecimiento satelital que es una de las pruebas principales de identificacion.
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Una vez sembradas las cajas se colocan en la estufa de incubaciéon a 37 °C por 48 hrs,
monitoreando el crecimiento cada 24 hrs, hasta observar el crecimiento bacteriano.

Una vez obtenido el crecimiento del Haemophilus parasuis en el Agar PPLO se hace un pase
sembrando por dilucién en medio Agar PPLO enriquecido con Extracto de Levadura (EL) al 10%, para
dar el Factor V (NAD) vy aislar la bacteria pura del Agar PPLO; se incuba a 37 °C por 48 hrs, para
obtener un sembrado masivo.

Al mismo tiempo del aislamiento se prepararon pruebas bioguimicas Primarias y Secundarias,
y se incubaron a 37 °C por 24 hrs. Para prueba de esterilidad.

3.5.- Identificacion.

La identificacion del Haemophilus parasuis se realizd por medio de Pruebas Bioquimicas
Primarias y Secundarias que se mencionan en la bibliografia (Rodriguez F. et al 2002).

Tabla 3. Caracteristicas metabdlicas principales de Haemophilus parasuis.

Determinacion Resultado Determinacion Resultado
Prueba dg esla}';egitt(i)srr?/o(lg AI\DS)F.)endencia =+ Acido de arabinosa =
Hemdlisis = Acido de melibiosa
CAMP = Acido de trehalosa
Ureasa @ Acido de celobiosa
Oxidasa (—B/@ Acido de rafinosa
Catalasa Acido de lactosa
ONPG Acido de manitol

a-Fucosidadasa Acido de la galactosa

Produccién de indol Acido de la glucosa

Crecimiento en agar MacConkey Acido de la manosa

Reduccion de Nitratos Acido de la maltosa

®| @ 0O OO0 OO

SOOI

Rodriguez Ferri, et al, 2002.

3.6.- Obtencién de la Biomasa de Haemophilus parasuis.

Se preparan matraces de 1000 ml con caldo de cultivo PPLO enriquecido con (EL) para
proporcionarle el Factor V para crecer el Haemophilus parasuis, se coloca el caldo en la estufa de
incubacion a 37 °C por 24 hrs para prueba de esterilidad se procedidé a la inoculacion del caldo
PPLO+EL.

La inoculacion se llevd acabo en la campana de flujo laminar en condiciones de esterilidad,
con una jeringa estéril y con el mismo caldo se lava el agar para obtener una suspension bacteriana
con la cual se inoculo el caldo enriquecido. Una vez inoculado, el caldo se coloca a incubar en un
bafio maria a 37 °C por 48 hrs. Este proceso se lleva a cabo hasta obtener la cantidad de biomasa
necesaria para su acondicionamiento en la preparacion del antigeno.
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Los medios utilizados para preparar el caldo de cultivo de las bacterias contenia nutrientes
como: Infusién de carne de corazén, Peptona, Agar, Cloruro de Sodio, Extracto de Levadura Etc.

Figura 3.2.- Preparacién de Antigeno de Haemophilus parasuis, FES-C C1, QFB. David Oliva y QFB. Rogelio Hernandez.

3.7.- Metodologia para la preparacion del antigeno de Haemophilus parasuis.

Al obtener la cantidad suficiente de Biomasa requerida de Haemophilus parasuis en el caldo
PPLO+EL se procedi6 a la preparacion del antigeno en la siguiente forma. Se pesan los frascos
donde se va llevar a cabo la centrifugacion para que por diferencia del peso final se pueda saber la
cantidad de biomasa obtenida; se procede a centrifugar (6000 rpm, 40’) el caldo de cultivo PPLO
inoculado con Haemophilus parasuis. Para conocer la biomasa se utiliza la siguiente formula
[(Biomasa = Peso con masa - Peso sin masa) Peso con o sin masa se refiere a los contenedores
donde se centrifugo el caldo]. El paquete obtenido se resuspende con Solucion Salina Fisiolégica
(SSF), con dos granos de (KCI) y se deja reposar por 24 hrs. Después se utiliza el colorante Rojo de
Fenol (RF) para tefiir la Biomasa, se deja en agitacion por 24 hrs, a 4 °C, después de transcurrido este
tiempo se centrifuga y la pastilla obtenida se lava; por Ultimo se resuspende la pastilla con Buffer
Bésico y se deja a una concentracion del 8% y se encuentra listo el antigeno. (Juarez .M. 2002).
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3.8.- Evaluacion de las muestras seroldgicas.

Una vez obtenido el antigeno de Haemophilus parasuis, se realiz6 un muestreo de forma
aleatoria en granjas en el estado de Chiapas de donde se obtuvieron 664 muestras de cerdos en
diferentes edades; y 50 muestras del centro de Investigaciones del INIFAP en Palo Alto, todos los
cerdos muestreados aproximadamente de 3 meses de edad, de estas muestras se obtuvo el suero
para llevar acabo las pruebas de aglutinaciéon en placa.

3.9.- Obtencién y diagndstico en muestras de suero.

Para la obtencién de las muestras de suero, primero se coloca al cerdo en posicién como se
muestra en la figura 3.1, una vez sujeto el animal se palpa la vena cefalica, se desinfecta el lugar de la
puncién con Etanol utilizando una torunda después con un sistema vacutainer se realiza la puncion y
se toman 5 ml aproximadamente, después estas muestras se llevaron al laboratorio y por
centrifugacién se obtuvieron los sueros, estos posteriormente fueron trasladados a La FES-C C1 al
laboratorio de Virologia en la Unidad de Postgrado; (el traslado se llevd acabo en contenedores
herméticos a una temperatura de 4 °C.)

3.10.- Procedimiento del método Seroldgico: Aglutinacién en placa.
Para el método serolégico de Aglutinacion en placa que se utilizé se llevé acabo:

a) Primeramente, se dejo estabilizar el frasco que contenia el reactivo de aglutinacién (antigeno
de Haemophilus parasuis acondicionado) a temperatura ambiente (de 12°C a 25°C)
aproximadamente por 15 minutos.

b) En las celdas o pozos de las placas se deposita una gota de suero con la pipeta de muestra.

¢) Enla misma celda donde se colocoé la gota de suero a ser diagnosticado se procede a colocar
una gota del reactivo de aglutinacion.

d) Se mezclan las dos gotas colocadas en la misma celda utilizando palillos mezcladores, con
movimientos rotatorios hasta obtener una mezcla homogénea.

e) Una vez realizada la mezcla se toma la placa de las esquinas con los dedos indice y pulgar de
ambas manos y se agita la placa suavemente con movimientos ondulatorios por dos minutos
esto se realiza a temperatura ambiente.

f) Después de realizar la agitacién se deja reposar la muestra por un minuto y posteriormente se
toma la lectura, durante los 2 minutos posteriores.

3.10.1.- Interpretacién del método seroldgico.

La interpretacién de la lectura de las pruebas se realiz6 antes o al término de los 2 minutos. Y
se califica como positiva 0 negativa, esto es si habia aglutinacion se tomaba como positivo y si no
habia aglutinacion como negativo.

3.10.2.- Principios del procedimiento.

Para realizar la prueba y comprobar que un animal se encuentra infectado con Haemophilus
parasuis se requiere de un reactivo que contenga antigeno de Haemophilus parasuis, ya que los
antigenos son altamente especificos los animales que presenten la infeccion o colonizacién del
Haemophilus parasuis daran positivo, y los que no daran negativo. Los resultados son sometidos a un
método de interpretacién cualitativo donde los animales infectados presentan la formacion de
aglutinacion indicando asi un resultado positivo; pero por otro lado en los animales sanos se
observard una mezcla homogénea sin aglutinacién indicando un resultado negativo.
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4.- RESULTADOS

Se purifico y se identificé la existencia de la especie Haemophilus parasuis serotipo 5
(Nagasaky), la confirmacion fue realizada por pruebas Bioquimicas 1@ y 2aas |as cuales fueron
comparadas con las de referencias bibliogréaficas.

A continuacion, se presenta una tabla con las principales caracteristicas bioquimicas del
Haemophilus parasuis, donde se observan los resultados obtenidos en el laboratorio de los
aislamientos realizados y se comparan con los reportados en la bibliografia.

Prueba Experimental Bibliografica
Gram @ @
Morfologia Cocobacilar Cocobacilar
Oxidasa (—I:-) (—I:-)
Catalasa (—I:-) (—I:-)
O/F O/F O/F
Ureasa

Reduccion de nitratos

Hemolisis

indole

Glucosa

Lactosa

Manitol

Dependencia al NAD

Mac Conkey

Citrato

OIOIOISG OIS HOIGIIO;
OIOIOISG OIS HOIGIIO;

MIO

Ya identificada la bacteria se prepararon matraces con medio de cultivo liquido (PPLO + NAD)
hasta obtener el volumen necesario de Biomasa; llevandolo a incubacion por 48 hrs, a 37 °C en bafio
Maria con agitacion.

Se obtuvieron 6.24g, de biomasa la cual se tifio con colorante biologico {X}para realizar el
acondicionamiento de la biomasa en la preparacion del reactivo de aglutinacion.

Para presentar los resultados obtenidos se realiz6 una tabla la cual se describe a continuacion
y se observa en el anexo 1:

Se hizo un muestreo en 714 sueros de cerdo, los cuales se ordenaron en orden ascendente,
de los cuales 664 fueron de campo muestreados en Chiapas y 50 muestreados en el centro de
investigacion de Palo Alto, Cuajimalpa D.F., Del total de sueros 428 fueron Positivos. y 286 Negativos,
se muestra la tabla en el anexo.
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5.- ANALISIS DE RESULTADOS

Se hizo un muestreo en 714 sueros de los cuales 664 fueron de campo muestreados en
Chiapas y 50 en el centro de investigacion de Palo Alto, Cuajimalpa. D.F. Del total de sueros 428
fueron Positivos. y 286 Negativos. Evaluando estos resultados se obtuvo 59.94% positivos y 40.06%
negativos. Se utilizaron como referencia sueros de cerdos vacunados con bacterina de Haemophilus
parasuis, Control (+), suero de cerdos SPF (libres de patdgenos especificos) como Control (-). Antes
de ser vacunados con la bacterina y se hicieron titulaciones de anticuerpos (Suero inicial, Anticuerpos
de Haemophilus parasuis, Nulos).

% DE RESULTADOS

SEROPREVALENCIA

100.00
90.00
80.00
70.00
60.00
50.00
40.00
30.00
20.00
10.00

0.00

Positivos Morado y Negativos Rojo

PASITIVOS Y NEGATIVOS

28




6.- DISCUSION

La deteccion de anticuerpos en el suero de los animales enfermos no posee demasiado
sentido. Por un lado, no permite diferenciar el serotipo implicado en la infeccién y por otro, el
porcentaje previsto de animales portadores de los mismos ha de ser, necesariamente muy alto y su
significacion muy escasa, dado el caracter de comensal habitual en las fosas nasales de animales
sanos.

A esto se le suman, ademas, que en muchas explotaciones circulan, sin demasiadas
consecuencias, cepas de Haemophilus parasuis de virulencia baja o nula, pero que si inducen
respuesta humoral detectable y que, por otra parte, algunas cepas de Haemophilus parasuis solo son
débilmente inmunogénicas, lo que traduce dificultades para la deteccidon de la respuesta e incluso
tampoco permite disponer de reactivos de calidad para ello.

Las razones anteriores hacen que, una serologia positiva sea absolutamente compatible con
un animal sano, hecho que, por otra parte, es considerado conveniente desde el punto de vista del
control, puesto que supone una cierta experiencia inmunolégica que previene de procesos agudos que
pueden causar desastres economicos en la explotacion.

Todavia, a los inconvenientes anteriores hay que unir la falta de especificidad que traduce no
solo las reacciones cruzadas entre serotipos, ya comentadas, sino también con otras especies, como
es el caso de A. pleuropneumoniae y de otras especies de la familia. En la practica, se han utilizado
diversas opciones serolégicas de diagnéstico, como la reaccion de fijacién del complemento, el ELISA
o la inmunofluorescencia.

El ELISA indirecto es, en la actualidad, el procedimiento méas utilizado, con un antigeno
obtenido a partir de un serotipo virulento, con niveles aceptables de sensibilidad y especificidad,
aunque también se presentan reacciones cruzadas entre serotipos.

El diagnéstico diferencial debe incluir las infecciones bacterianas septicémicas causadas por
Streptococcus suis, Erysipelothrix rhusiopathiae, Actinobacillus suis, Salmonella choleraesuis var.
Kunzendorf, y Escherichia coli. Mycoplasma hyorhinis polyserositis y la artritis en cerdos de 3-a 10-
semanas-de edad producen lesiones similares a Haemophilus parasuis.

La importancia del Haemophilus parasuis en bronconeumonia se puede comprobar solamente

después de la identificacion de otros patdégenos virales y bacterianos que se puedan implicar en el
proceso multifactorial de la enfermedad.
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7.- CONCLUSIONES.

Se obtuvo el antigeno de Haemophilus parasuis a partir de una cepa serotipo 5 (Nagasaki), para
ser valorado en el diagnéstico de la enfermedad de Glasser, en cerdos.

Se probaron diferentes medios de cultivo observando el mejor rendimiento con PPLO + EL.
El acondicionamiento de la biomasa con el colorante de Rosa de Bengala fue exitoso.
La técnica de aglutinacion en placa es un método satisfactorio como prueba seroldgica.

Se obtuvieron resultados satisfactorios, para detectar anticuerpos contra Haemophilus parasuis
con la prueba de aglutinacién en placa.

El antigeno de Haemophilus parasuis presenta buenas expectativas para el diagnostico rapido de
la enfermedad de Glasser en cerdos.

Se sugiere que este estudio preliminar se continlie valorandose con otras pruebas y se demuestre
su especificidad.
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9.- ABREVIATURAS

AGPT: Prueba de precipitacién en agar-gel.

CA: Conversion alimenticia.

CDCD: Animales nacidos por cesarea y privados de calostro.
DNT: Toxina dermonecrotica.

EG: Enfermedad de Glasser.

GDP: Ganancia diaria de peso.

LPS: Lipopolisacaridos.

MEW: Destete precoz medicado.

NAD: Nicotinamida adenina dinucle6tido.

NE: Neumonia enzodtica.

PAGE: Patrones agar-gel electroforéticos.

PCP: Pleuroneumonia Contagiosa Porcina.

PCR: Reaccién en cadena de polimerasa.

PCR-RFLP: El polimorfismo de largo de fragmento de restriccion.
PP: Pasteurelosis pulmonar.

PRDC: Complejo de la enfermedad respiratoria porcina.
PRRS: El sindrome reproductivo y respiratorio porcino.

SDS-PAGE: Gel de electroforesis de dodecyl sulfato de sodio-polyacrylamida.

SEW: Destete precoz separado.
SPF: Libres de patdgenos especificos.
Tagman: Sondas de hidrolisis.
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10.- GLOSARIO

ADN: Acido Desoxirribonucleico. El Acido Desoxirribonucleico es un acido nucleico que contiene
las instrucciones genéticas usadas en el desarrollo y funcionamiento de todos los
organismos Vvivos y algunos virus, y es responsable de su transmision hereditaria.

Agente Etiolégico: Es aquel agente (virus, bacteria, sustancia...) que desencadena la aparicion
de una enfermedad.

AGPT: Prueba de precipitaciéon en agar-gel por sus siglas en inglés, (Agar Gel Precipitation Test).

Aislamiento: Técnicas usadas en el laboratorio de microbiologia para la transferencia de un
microorganismo de un ambiente a otro con la finalidad de inducir su crecimiento
para su identificacion.

Anticuerpo: Es una proteina producida por el sistema inmunitario del cuerpo cuando detecta
sustancias dafinas, llamadas antigenos. Los ejemplos de antigenos abarcan
microorganismos (tales como bacterias, hongos, parasitos y virus) y quimicos.

Anticuerpos monoclonales: Anticuerpo homogéneo producido por una célula hibrida producto
de la fusion de un clon de linfocitos B descendiente de una sola y
Unica célula madrey una célula plasmatica tumoral. Los
anticuerpos monoclonales son anticuerpos idénticos porque son
producidos por un solo tipo de célula del sistema inmune, es decir,
todos los clones proceden de una sola célula madre.

Policlonales: Son anticuerpos derivados de diferentes lineas de células B, los linfocitos
encargados de la respuesta ante elementos ajenos (antigenos) mediante
anticuerpos. Los anticuerpos policlonales son una mezcla de inmunoglobulinas,
secretados en contra de un antigeno especifico, cada una reconociendo
diferentes epitopos.

Antigeno: Es cualquier sustancia que provoca que el sistema inmune produzca anticuerpos
contra si mismo. Esto significa que su sistema inmunitario no reconoce la sustancia, y
esta tratando de combatirla.

Antibiético: Medicamentos potentes que combaten las infecciones bacterianas.

Articulacion: Es la zona donde 2 huesos se encuentran. Existen mas de 100 tipos diferentes de
artritis.

Artritis: Es la inflamaciéon de una o mas articulaciones.

Bacteria: Microorganismos perteneciente al grupo monera. Son unicelulares, procariotas y
carecen en general de pigmentos asimiladores; se reproducen por biparticion. Poseen
un solo cromosoma disperso por el protoplasma (carente de membrana nuclear); en
algunos casos, existe un pequefio fragmento adicional denominado plasmido.

Bacteria gramnegativa: En microbiologia, se denominan bacterias gramnegativas aquellas que
no se tifien de azul oscuro o de violeta por la tinciébn de Gram, y lo
hacen de un color rosado tenue: de ahi el nombre de "gramnegativas"
o también "Gram-negativas".
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Bacteria grampositiva: En microbiologia, se denominan bacterias grampositivas, o bacterias
Gram-positivas, aquellas bacterias que se tifien de azul oscuro o violeta
por la tincién de Gram.

Biomasa: Materia total de los seres que viven en un lugar determinado, expresada en peso por
unidad de area o de volumen.

Caldo PPLO: Medio de cultivo, no selectivo, adecuado para el cultivo de microorganismos.

Catalasa: Enzima perteneciente a la categoria de las oxidorreductasas que cataliza la
descomposicion del peréxido de hidrogeno (H202) en oxigeno y agua. Esta enzima
utiliza como cofactor al grupo hemo y al manganeso.

2 H202 <> 2 H20 + 02

El peréxido de hidrégeno es un residuo del metabolismo celular de muchos organismos
vivos y tiene, entre otras, una funcion protectora contra microorganismos patdégenos,
principalmente anaerobios, pero dada su toxicidad debe transformarse rapidamente en
compuestos menos peligrosos.

Cepa: Conjunto de virus, bacterias u hongos que tienen el mismo patrimonio genético.

Cepario: Entidad en donde se realizan una serie de actividades cuyo objetivo fundamental es el
obtener, preservar, clasificar, estudiar y documentar de manera completa y accesible,
un acervo de cultivos de microorganismos auténticamente puros, estables y bien
clasificados de interés especifico, los cuales generan toda una serie de informacion
especializada de relevancia en diferentes ambitos como la salud, medicina, industria,
agricultura, biotecnologia, investigacion y docencia.

CINVESTAV: Centro de Investigacion y de Estudios Avanzados del Instituto Politécnico Nacional.

Colonizacion: Entrada y persistencia de bacterias sin causar enfermedad en el hospedero.

Cromosoma: Son estructuras que se encuentran en el centro (nicleo) de las células que
transportan fragmentos largos de ADN. ElI ADN es el material que contiene los
genes y es el pilar fundamental del cuerpo humano.

Cromosodmico: Perteneciente o relativo a los cromosomas.

ELISA: La técnica ELISA (acronimo del inglés Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay: ‘ensayo
por inmunoabsorcion ligado a enzimas’) es una técnica de inmunoensayo en la cual un
antigeno inmovilizado se detecta mediante un anticuerpo enlazado a una enzima capaz
de generar un producto detectable, como cambio de color o algin otro tipo; en
ocasiones, con el fin de reducir los costes del ensayo, nos encontramos con que existe
un anticuerpo primario que reconoce al antigeno y que a su vez es reconocido por un
anticuerpo secundario que lleva enlazado la enzima anteriormente mencionada. La
aparicion de colorantes permite medir mediante espectrofotometria el antigeno en la
muestra.

Enfermedad de Glasser: Enfermedad causada por una bacteria septicémica (Haemophilus
parasuis) que causa una poliserositis y artritis esporadica

especialmente en lechones y cerdos de cebo.

Enzima: Proteina que cataliza las reacciones bioquimicas del metabolismo.
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Epizootiologia: Ciencia que estudia la presentacion y evolucion del estado de saludy de
enfermedad, asi como su distribucion y evolucién en las poblaciones
de animales.

Epitopo: Se denomina epitopo o determinante antigénico a la porcién de una macromolécula que
es reconocida por el sistema inmunitario, especificamente la secuencia especifica al
gue se unen los anticuerpos.

Erradicaciéon: Es la reducciéon a cero de la incidencia de una enfermedad con mantenimiento
indefinido en el tiempo de las medidas de control, mientras no se erradique el
agente.

Agente Etiologico: Se trata del elemento que propicia el desarrollo de una enfermedad. Las
bacterias y los virus estan entre los agentes etiolégicos mas comunes.

Evaginacién: Protuberancia o saliente hueco de un conducto organico de una parte o de un
organo a través de la cubierta que lo rodea.

Factor V (NAD): Medio de enriquecimiento para caldo de cultivo, Nicotinamida Adenina
Dinucledtido.

Fenotipos: Es la suma de rasgos observables en un organismo, rasgos que nos hacen
identificarlo como perteneciente a una determinada especie.

Flora Bacteriana: Conjunto de microorganismos que conviven en nuestro organismo sin
causarnos enfermedad. La flora bacteriana generalmente se asocia a
aquella ubicada en el tracto gastrointestinal, pero en realidad también habita
otros Organos y sistemas, como la piel, las vias respiratorias, la vagina y el
oido.

Flora Saprofita: Grupo de microorganismos que viven en el cuerpo de forma natural, como la
flora intestinal.

Fimbrias: Conjunto de filamentos o apéndices filiformes cortos que rodean algunas bacterias
gram-negativas. Es un apéndice proteinico, presente en muchas bacterias, méas
delgado y corto que un flagelo. Estos apéndices oscilan entre 4 - 7 nm de diametro y
hasta varios um de largo y corresponden a evaginaciones de la membrana
citoplasmatica que asoman al exterior a través de los poros de la pared celular.

Genotipo: Es el conjunto de genes que contiene un organismo heredado de sus progenitores. En
organismos diploides, la mitad de los genes se heredan del padre y la otra mitad de la
madre.

Habitat: Lugar que presenta las condiciones apropiadas para que viva un organismo, especie o
comunidad animal o vegetal.

Inoculacién: Introduccion de microorganismos vivos, muertos o atenuados, en un organismo de
forma accidental o voluntaria.

Inmunidad: Es la resistencia que tiene o adquiere un organismo para enfrentar enfermedades y
quedar libre de ellas. Viene de la palabra inmune, que quiere decir libre, exento de
algo.
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Medicamento: a toda substancia o mezcla de substancias de origen natural o sintético que tenga
efecto terapéutico, preventivo o de rehabilitacién, que se presente en forma
farmacéutica y se identifique como tal por su actividad farmacoldgica,
caracteristicas fisicas, quimicas y bioldgicas.

Morbilidad: Relacion entre el ndmero de afectados de una enfermedad determinada y la
poblacion total de una zona.

Mortalidad: Relacién entre el nimero de muertos por todas las causas y la poblacién total de una
zona.

Oxidada: Enzima que cataliza una reaccion de oxidacion/reducciéon empleando oxigeno
molecular (O2) como aceptor de electrones. En estas reacciones el oxigeno se reduce
a agua (H20) o a peroéxido de hidrogeno (H2032). Las oxidasas son una subclase de
las oxidorreductasas.

PAGE: Electroforesis en gel de poliacrilamida por sus siglas en inglés. (polyacrylamide gel
electrophoresis).

Patégeno: Todo agente externo que se aloja en un ente bioldgico determinado, dafiando de
alguna manera su anatomia a partir de enfermedades o dafios visibles o no.

Patogenicidad: Capacidad de un agente infeccioso de producir enfermedad en un huésped
susceptible.

PCR: Lareacciébn en cadena de la polimerasa, conocida comoPCR por sus siglas en inglés
(PolymeraseChain Reaction), es una técnica de biologia molecular desarrollada en 1983 por Kary
Mullis. Esta técnica sirve para amplificar un fragmento de ADN; su utlidad es que tras la
amplificacion  resulta  mucho mas  facil identificar con una muy alta
probabilidad, virus o bacterias causantes de una enfermedad.

PCR-RFLP: Siglas en ingles de Polymerase Chain Reaction -
Restriction Fragment Length Polymorphism. Técnica que radica en el corte con
endonucleasas de restriccién de los productos amplificados por PCR. Si dos amplicones
presentan una variacion de la secuencia nucleotidica, en los sitios de reconocimientos de
las enzimas de restriccion, generaran distintos patrones de fragmentos. (del inglés
Restriction Fragment Length Polymorphism).

Plasmido: Molécula de ADN extra cromosémico circular o lineal que se replican y transcriben
independientes del ADN cromos6mico. Estan presentes normalmente en bacterias, y
en algunas ocasiones en organismos eucariotas como las levaduras. Su tamafio
varia desde 1 a 250 kb.

Poliserositis: Inflamacion simultanea de varias membranas serosas (pleura, peritoneo,
pericardio, etcétera).

Serotipo: Categoria en la que se clasifican los microbios o los virus segin su reaccién en
presencia de suero que contiene anticuerpos especificos.

SPF: Cerdos libres de patégenos, por sus siglas en inglés (Swin Pathogen Free).
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Ureasa: Enzima que cataliza la hidrélisis de urea a diéxido de carbono y amoniaco. La reaccién
ocurre de la siguiente manera:

(NH2)2CO + H20 — CO2 + 2NH3

Especificamente, la ureasa cataliza la hidrolisis de la urea para producir amoniaco y
carbamato, el carbamato producido es subsecuentemente degradado por medio de una
hidrélisis espontanea para producir otra molécula de amoniaco y acido carbénico. La
actividad de la ureasa tiende a incrementar el pH del medio en el que se encuentra
debido a la produccién de amoniaco. Es producida por bacteria, hongos y varias plantas
superiores. La ureasa, funcionalmente, pertenece a la super familia de las
amidohidrolasas y fosfotriesterasas.

Vacuna: Preparacion biolégica que contienen un microorganismo, parte de él o un producto
derivado de él, y que se administran a una persona con el objeto de inducir una
respuesta inmunitaria mediante la produccion de anticuerpos, especifica para prevenir o
controlar estados patologicos. De forma protectora similar a la de la infeccién natural,
pero sin peligro para el vacunado.

Vacunacién: A la aplicacion de un producto inmunizante a un organismo con objeto de
protegerlo contra el riesgo de una enfermedad determinada, esta acciéon no
necesariamente produce inmunizacién, ya que la respuesta inmune varia de un
individuo a otro.

Virulencia: Grado de patogenicidad que posee un microorganismo en funcién de la gravedad de
las lesiones que provoca y de la capacidad que posee para invadir nuevos tejidos.
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Anexo NUmero 1

Region 02 Altos Municipio Santiago del pinar Fecha 23/04/2003 SEROLOGIA
N° de Suero| Edad Meses | Raza [Sexo| Caracteristicas del Semoviente Propietario Ne de cerdos del predio Domicilio Localidad H. Parasuis
Ne1 #1 8 Criollo| M Arete N° 37 Andres Sanchez Gémez 5 Conocido Cab. Mpal. _
N°2 #2 8 Criollo| M Arete N° 38 +
N°3 #3 20 Criollo| H Arete N° 39 +
N°4 #4 16 Criollo| M Arete N° 40 +
N°5 #5 24 Criollo| H Arete N° 41 +
Region 02 Altos Municipio Sn. A. Larainza Fecha 24/04/03 SEROLOGIA
N° de Suero| Edad Meses | Raza [Sexo| Caracteristicas del Semoviente Propietario Ne de cerdos del predio Domicilio Localidad H. Parasuis
N°6 #1 26 Criollo| M Arete N° 42 Antonio Hernandez Hdz. 5 Conocido Cab. Mpal. +
N°7 #2 20 Criollo| M Arete N° 43 +
N°g #3 12 Criollo| M Arete N° 44 +
N°9 #4 14 Criollo| M Arete N° 45 +
N°10 #5 20 Criollo| M Arete N° 46 +
Region 02 Altos Municipio Oxchuc Fecha 21/04/03 SEROLOGIA
N° de Suero| Edad Meses | Raza |Sexo Caracteristicas del Semoviente Propietario N° de cerdos del predio Domicilio Localidad H. Parasuis
Ne11 #1 16 Criollo| H Arete N° 7 Tito Santiz Gémez 6 Conocido B. Sto. Tomas +
Ne12 #2 20 Criollo| H Arete N° 8 +
N°13 #3 24 Criollo| M Arete N° 9 +
N°14 #4 6 Criollo| M Arete N° 10 +
Ne°15 #5 8 Criollo| H Arete N° 11 +
Region 02 Altos Municipio Altamirano Fecha 21/04/03 SEROLOGIA
N° de Suero| Edad Meses | Raza |Sexo Caracteristicas del Semoviente Propietario N° de cerdos del predio Domicilio Localidad H. Parasuis
N°16 #1 6 Criollo| H Arete N° 1 Juliana Santiz L6pez 3 Conocido Cab. Mpal. _
Ne17 #2 6 Criollo| M Arete N° 2 _
N°18 #3 6 Criollo| M Arete N° 3 _
N°19 #4 8 Criollo| H Arete N° 4 Oscar Lépez Méndez 19 +
N°20 #5 8 Criollo| H Arete N° 5 +
Ne21 #6 8 Criollo| M Arete N° 6 +
Region 02 Altos Municipio Huixtan Fecha 22/04/03 SEROLOGIA
N° de Suero| Edad Meses | Raza [Sexo| Caracteristicas del Semoviente Propietario Ne de cerdos del predio Domicilio Localidad H. Parasuis
N°22 #1 36 Criollo| M Arete N° 22 Nicolas Ton Vazquez 5 Conocido Ejido. Yalcuc +
N°23 #2 5 Criollo| H Arete N° 23 +
N°24 #3 8 Criollo| H Arete N° 24 +
N°25 #4 10 Criollo| H Arete N° 25 +
N°26 #5 6 Criollo| M Arete N° 26 +
Ne27 #6 6 Criollo| M Arete N° 27 Miguel Cruz Santis 5 +
N°28 #71 8 Criollo| H Arete N° 28 +
N°29 #8 10 Criollo| M Arete N° 29 +
N°30 #9 14 Criollo| M Arete N° 30 +
N°31 #10 18 Criollo| M Arete N° 31 +
Region 02 Altos Municipio Chanal Fecha 22/04/03 SEROLOGIA
N° de Suero| Edad Meses | Raza |Sexo Caracteristicas del Semoviente Propietario N° de cerdos del predio Domicilio Localidad H. Parasuis
N°32 #1 8 Criollo| M Arete N° 12 Felipe Gémez L6pez 3 Conocido Barro Bajo +
N°33 #2 12 Criollo| H Arete N° 13 +
N°34 #3 6 Criollo| H Arete N° 14 +
N°35 #4 12 Criollo| H Arete N° 15 Miguel Lépez Etzin 1 +
N°36 #5 16 Criollo| H Arete N° 16 Antonio Méndez Gémez 6 +
N°37 #6 16 Criollo| H Arete N° 17 +
N°38 #7 24 Criollo| H Arete N° 18 +
N°39 #8 4 Criollo| M Arete N° 19 +
N°40 #9 22 Criollo| H Arete N° 20 +
Ne41 #10 4 Criollo| H Arete N° 21 +
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