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RESUMEN
,sonzu.zz onmxz, MARA ELMA. Aislamiento y’ determinacién de se-

:otipos de Haemophilus pleurogneumoniae a paztir de pulmones

neumdnicos de cerdos (bajo la direccifn de: Concepcién Dfaz

Rayo, Emilio Trigo Tavera y Alicia M&ndezx Guerrero).

Anteriormente las cepas aisladas de H.‘pleur pneumoniae

keran envzadas a los Estados Unidos para serotipificarlas. por
19 que se presentd la’ necesidad de elaborar antisueros en ME&-
‘xigo; El objetivo del .presente estudio fue determinar qué se-

rotipos de Hr-g}eut'pneuhoniae .se encéuentran involucrados en

1os procesos neumbnicos de algunos cerdos de los’ estadoa de
‘“’Guanajuato, Michoac8n, Estado de Mé&xico, Puebla 'y rastro de
T.Ferzérta, P.F. De un total de‘70 muestras colectadas entre ﬁg

viembre y ‘diciembre de 1985, 33 (47.14%) fueron identificadas

come H. pleurcpneumoniae por medio de pruebas biogquimicas.

::ﬂos‘sefétiéos enc&ntrados fuergn: Serotipo‘uné 23 casdé
169.69!);fse;ot1pd cuatro 2‘casos (6.06%) , Berotipo cinco 3’
éasds (9,69&), serotipo seis 1 caso (3. 031). se%otipo siete
2 Easgs (6.06%) , nerotipo ocho 1 cagso (3. 03\) } ﬁnu caﬁi hé
,tibificéble (5.03\). En:. el estudio de distribucIGn géoqrifica
" ge obéervﬁfmaydn’VAiieAad de seibfipoé éh_los'éqtados de Mi=
.bhbaéﬁn‘yﬂcu;hajuaﬁo, onconfrihdblé los serotipos 1, 4,FS, 6,
7y 8 -asiréomo una cepa ﬁo éipificahle,.mientras que del ras

tro de ferrar!d no se-log;é el aislamiento de_ninguna cipa de



lu. Elohrogneuuoniu-. En esencia se :ccup.tnrén'lcs nilin se~
:zotlpon .ncontrado- on otros painos dal continonte anezxcano,
adem&s de los serotipon 6 - y 8 que no hab!an sido desctito‘ en

este contingpte.




. IN'I‘RODUCCIOR
31 qumoghllu- gleu:ogneunoniao es el aqonto causal ‘de la
5,.plouxonaunon1a porcina (10, 13. 15,.20. 30)»1& cual es severa
’"y comﬁnmente fatal (30). La. enfernedad fue descrita pot prime-
ra vez en Estados Unidon (29) ' Argentina (31) hace m&s de 20
:  anos. En HSxico Pijoan at al (20) realizaron el priner repor—
- te de la enfetmedad en 1978 a partir de cerdos originatio: de
'Tlaxcala Yy La Piedad, Hichoac&n. La pleuroneumon[a potcina tam
"blén hA aido recqnocidé an canada~(26) Y en algunos paisesrea
: ¥opéos (25,‘29). ' :

‘Dépendiendo del Aéfido de'inqunidad de los animales & del
estado de tensidn deﬁido a condiciénéé.advefﬁas, y del grado
 de exposicion del agento causal. el curso cltnico de la cnfe:-
?medad puede ser.Asobreagudo, agudo, subagudo o cronico (14). '

En la forma aobreaguda uno o varios cerdos del mismo o de
difetentes hatos presentan Eiebre repentinamenee (41 5°c) ag-_
tSn ap&ticos y . con anozexia. Se presenta un perIodo corto con
> 1diarrea ligera b 4 vomito; Los nninales afectados estﬁn postra—
 dos sin -1qno- respiratorioa. En 1& !ane terminal hay di-nea .

a.vera. jadean y prosentan delcatgas de ltquido languinolonto
'fpot nuriz y boca. El pulto ann.nta ou ftoeuoncla b4 se. pr.len-
  tan ptoblemas circulatorios y cltdilcol. La piol dc nariz, oze'

_:jn-,fpiorna- y-posteriotnanto todo 01 cuczpo se observa cia-

: ‘natico; La. muc:te ocurre entro lll 24-36 hotal. En ocanion.l




.

en cerdos jSvenes se desarrolla una septi&enia'y da como re=-
sultado la muerte en ausencia de sigrios ci!nicos (14).

En la forﬁa aguda las caracterfsticas de la enfermedad
son las siguientes: muchos cerdos del mismo o de diferentes
hatos sén afectados. La temperatu;a es menoflqug en la‘fdrna
sobreéguda (40.5-41°C). Los animales estén deprimidos y rehu-
san comer. Los signos respiratorios sevéroé con disnea, tos y
a. veces jadeo, son eviﬁentes. Usulmente se presentan fallas

" cardiacas y circulatogias. El curso de la_ehfermedad difiere
de animal a animal dependiendo de la extensién de las lesio-
nes pulﬁonares y del tiempo gque se tarde en comenzar la tecra-
pia (14). .

‘Las formas subagﬁda.y crdnica se desarrollan después de
que desaparecen los signos de la forma aguda. Hay  poca o ausen=-
ciade fiebre y la tos se vuelve ihtermiéentq 5 egspontanea.
;og,animaléé muéstraﬁ pérdida de apetito y por lo tanto baja .
la ganéncia de peso (14). .

En hatos infectados en la forma crdnica, usuaimente haf
muchos animales que presentan la enfezmedad subclin;ca. LOS

signos clinicos se pueden exacerbar por otras infecciones'reg

piratorias (neumonIa’pér mycoplasma; Pasteurélla'gpltocida,.

'Boidetellﬁ'Szoﬁbhisqpticé, etc, )‘Bn brotes piimatioa, sobre
todo ;n hatos de cérdos libres de pat&genos cspecificos
(SFF); se puoden observar abortos (14). ’

Las leoiones que produce el H. g;europneu-oniae son en*el

‘ aparato re-piratorio. Las lesiones neum6nicas son bilaterales

y generalmente se encuentran en los lébulos caudales. pero



bueden ocurrir en los 18bulos craneales y mediales (10, 29,
30).Las lesiones son generalmeﬁte focales y bieﬁ delimitadas.
.Las areas neumnicas son obscuras y consolidadas. Se presenta
pieqri:is fibrinosa. La cavidad tor&xica contiene fluido réjo
'osscuro. En muchos de los casos crénicos se forman nédulos de
diferentes taﬁaﬁos‘lbcalizados en los l1lébulos diafragmi&ticos
y estin delimitados por una cipsula de tejido conectivo y al-
gunas areas de la pleura se encuentran adheridas (14). Las ig
-_siqnes caracteristicas en la forma sobieaguda y algunos esta-
qioé &e'la forma.éguda se pueden comparar con las lesiones ob
servadas en un chogue endotSxico. Estas lesiones.consisten en
‘edeﬁa'élveolar e interlobular, con dilatacién de vasos linféa-
ticos; congestidn hemorragicay trombosis fibrinosa (29).
Estudios in vivo (23) e in vitro (1) han demostrado que

el H. pleurqpneumoniae 'roduce sustancias termo1Sbi1es y ter

lmoestahles que son toxicas para los macréfagos alveoclares del
cerdo. ‘

» otros estudios han demestrado que 1la bacterxa tiende a
”-multzplicarse en tejldo pulmonar normal (5, 28). Esto mani-‘
fiesta gque el patogeno tiene propiedades que 1nter£1eren con
las funciones pulmonnres resultando en la multiplicaci&n ent
i'vez de la remocién de lon organxamos (28).

. Se cree que da. cipsula o' 'la endotoxina de . 1a bacteria,
o ambas, pueden interferi: <con los mecanismos de la defensa
"humoral o fagocitolil ‘del " gleurogneumoni.e y asfi’ impedir
-Hla remoci&n bactariana del pulmén (1) .-

La enfermedad se transmite por v!a aerea o poz contacto



directo cerdo-cerdo. Cualquier edad es susceptible (14).

El nombre de ﬂ; E}auropneﬁhoniae Yy H. Earahaemolzticﬁu
puedéﬁ ser usados indistintamente para referirse a organismos
que ahora son considerados como una sola especie del gé&nero
Haemophilus (7, 8, 11, 29, 3.

El género Haemthilus comprende bastones © cocobacilos
Gram negativos con requerimento del factor X (hemina o tal
vez otras porfirinas), el factor V (Nicotinamida Adenin Dinu-
cledtido), o ambaé, asf como otrés suétancias parecidas. es-
tfucturalmgnte a qoenzisz (32f. Eséoé requerimentos han sido
usados para asignar a estos organismos a especieg dentro‘de
este'géncro. COnvbasélen ios factores dé ctéciﬁiento x’y v,
,origihalmente fugron identificadas 19 especies (3, 4).

El H. pleuropneumoniae requiere unicamente del factor V.

y como es hemolftico (2, 7, 29) es considerado sindnimo de H.

'parahaemolyticus (19, 33).

Killian (7) estudid 426 cepas .de Haemophilus de origen 1’4
patogenicidad hqte:ogenea, usando una variedad de métodos.
Sus resultados permitiezon aclarar. la taxonomfa del gé&nero .y

mas especificamente la agrupacidn del H. gﬁrahaemolzﬁiéus/

ugleurogneunoniae de oriqen po:cino como una especie particu-
lar.‘ﬁn_sun conclusionea Killian et al. (8) recomiendan el
uso‘de H; gleurogneumoniae para reemplazaz 01 de H. éa:aﬁaa-b
nolxticus; Bibexatein et al. (2), con base en las pruebas de
urea v porfizinn, presuntivanento asignaron 22 cultivos de

Haeuoghilus porcinos a tres eapeciel llamﬁndolas. H. para



haemolyticus/pleuropneumoniae; H. parasuis y H. suis. Los

tres fueron identificados como sigue:

UREA PORFIRINA FACTOR V FPACTOR X

E. pleuropneumoniae + + dependiente independ.

H. parasuis - .+ -aependiente independ.
‘H. suis’ : - - dependiente dependiente

Otros estudios han demostrado que es pdsible distinguir
el H. pleuropneumoniae de otros Haemoghilus porcinos con base
en sus caracteristicas de crecimiento, pruebai*biodu!micas Y.

seroldbgicas .(29) .

Pohl et E.(ZZ). con basa.en el fenotipo y a 1a relaciSn de

dcido desoxirribonucleico transfieren el H. pleuropneumoniae

‘al género Actinobacillus (Actinobacillus pleuiopneumoniae).

Las caracteristicas celulares del H. pleuropneumoniae

son: Gram negativo, inmdvil, no esporula, bastones pPleom6refi-~
cos con predominancia de formas. cocobacilazes (29, 31). PFor-
_mas filamentosas del organismo son raras en cultivos,j&venel,
-péfovllegan a ser mas y mas promineﬁtes entre las 24 y 96 ho-
fas de ihéubacién (29} La céﬁsuia comunmente e;ts.présgnte
(15, 27) : ' . ‘ :

El organismo crece rapidamente en un nedio de cultivo enriqué
' cido para formar coloniaa mucosas. e iridicentes (13, 27). En
agar sanqre de borrego ] becerro, las colonias usualmente pro
ducen una zona Beta-hemol!ticu (6). La hemolislna actda nin&r

gicamente con la toxina Bnta del Staphylococcus aursus en erl

trocitos de borrego o becerroc para dar varios grados de reac-

cibn d_er CAMP positiva (6}." La susceptib:l‘lldad: de ;_a sanqié de



diferqntes especies animales a ser hemolizada de mayor a me-
nor grado, es en la,éiguiente forma: becerro, borrego, humano,

conejo, pollo y caballo.(6).




HIPOTESIS

Ex:l.st:cn diterentea setotipos de Haemoghil\u gleu:ogneu-

"monino involucradoa en :I.os proceson neum&nicos de 10. cerdol

en algunas ‘zonas porc!colas del _pais.

7 . osazr:vo . L , _
Determinar los serotipos de Haemoghilus gleurogneunonia.'
Ven‘pulmonel neuménicoa de algunas granjas en . las’ estadoa do Guana- _
junto, Hichoacan. Estado de Mé?‘,i‘:?-v Puebla y rastzo de’ Ferro-y

r;a,v.‘b.r. R
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.
"MATERIAL Y METODOS
Se colectaron 70 pulmones con lesiones -ospechosas de ha

ber sido producidas por Haemoph;lua gleur;pneumoniae pzoced.n

tes de Michoacan (14), Guanajuato (11), Estado de M&xico {3),

Puebla (2) y rastro de Ferrerfa, D.F. (40). Las muestras se

sembraron en gelosa sangre con cepa nodriza (Staphylococcus

aureus) las cuales. se incubaron a 37°C por 24 horas. Se aisla

ron 33 cepas que por su morfologia colonial P las'qiguientes

‘pruebas bioguimicas se determind que eran H. pleuropneumoniae:
motilidad (~), indol (=), urea (+), nitratos (+), maltosa (+),
-manitol (+), xilosa (+), lactosa (f){ sacarosa (+) , glucosa
(+) ¥ .&cido.sulfifrico’ (=) {2; 20): Las'cepas’identificadas
se-liofilizarén para .su’'posterior serotipificacidn.

Para producir los antisueros se inocularon dos conejos

por cada una de las 9 cepas tipo de H. pleuropneumonjiae*.

La primera inoculacidn fue él‘dIa 1, por via IM se admi-
nistrd 2 ml de adyuvante de Freund combinade con 2 ml de anti

geno inactivado con 1% de formélina. Quince dfas después se.
continu& 1nocu1ando dos veces por. ;emana hasta la Gltima 1no-,
1 culaciSn. En . 1a segunda, tercera y cuarta'znoculaciones se ad
m;n;st:é 0.5 ml de antfgeno con 0. 2% de formalina porxr v!a Iv.
‘De 1a'quinta a:la octava inoculacién se administrd 0.5 m1,de

antfgeno vivo por vfa 1V,

*Lag 9 cepaé de refe:ancia fueron donadas gentilmente. por el Dr. J. Nico-
let del Instituto de Bacteriolog!a Veterznaria de la Universidad de Ber-

ne, Suiza. ¢




1

ﬁara preparar el antfgeno se séﬁbrﬁ cada cepa en una ca-
- Ja de Petri con medio de Lewvinthal (9) en cultivo masivo, se
incubaxon de 6 a 9 horas; se cosecharon con solﬁciGn buffer
fosfatada (PBS) (24) y asa de vidrio esteril para desprender
las colonias del medio; se centii:uga a 800 g por 15 minutos,
se quitd el sobrenadante y con el sedimento se prepard el iné
eule ajustindolo al No. 4 del nefeldmetro de Mac>Far1ané.

Ocho dias despues de la filtima inoculacidn se sangraron
los conejos en blanco por puncién cardiaca. En matraces esté-
riles se colectd la sangre, se dejé formar el codgulo y se.co
sechéyel suero, Este se esteriliéé por filtracién y se tituié
Vcon'diluciones~dob1es.

Con. el titulo mas alto se tipificaron laé cepas problema

por aglutinacidn rapida en placa .(22).
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" SN o _RESULTADOS
De noviembre a diciembre de 1985 se 11ev6 a cabo la reco
leccidn de 70 pulmones sospechosos de pleuroneumonfa po:exna,

.‘obteniéndose 33 cepas (47. 14‘) de Haemoghilus Eleurogneumo—

hni.e, de. las cuales 7 se obtuv;eron de trea diferentes casos.

En el Cuadro 1 se ind;ca la distrihuciGn de serotipos

aisladoa de H. pleuropneumoniae, en nﬁmero de cepas Yy su va-.

llor porcentual En el Cuadro 2 se. muestra la distribucion geo

grifica de los d1ferentes serotipos aislados, ocbservandose
que la mayor varledad de setqtipos se-gbmnuezon de las mues-
tras éoléctad§5 en Michoacih;y_Guanajuato. Dei fastro'de‘fé-

. rrerfa no se quré obtener ninguna cepa.




'DISTRIBUCION DE LOS DIFERBNTES SEROTIPOS AISLADOS

CUADRO 1

Dz Haomoghilus gleurogneumoniae

| serorzros | 1 3| a 5 6. 7 8 NT* |TOTAL
No.. R o ‘Vi
i usuuxznroa; 23 0: 2 3 1 2. 1 e
" PORCENTAJE | 69.69 o | 6.06 | 9.09 | 3.63} 6.06 [ 3.03 3.03| 100.

*NMo tipificable

60



cdxpno*z"

DIE.‘ERENTES SEROTIPOS AISLADOS DE Haemophilus Lleur gneumoniae

e stwazaucxou GEOGRAFICA‘

SEROTIPOS | -

NT

_TOTAL

CEPAS"

-~ MICHOACAN

11

. 68.75%

. 6:25%

6.25%

12.5%

16 -

1008

1~ GUANAJUATO,

758

8.33%

S :
"8l

' 8.33%

12

,'1oo.

1008

1008 0

508

508

oos

RASTRO DE
FERRERTA -

A
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DISCUBION

De las 33 copa. do Haamoghilus plquropnouuonino quo se

23 ({69, 69‘) fuezon e

loqraron nislar en al pre.ente entudio,

rotipo-1, siendo epte‘el Gnico deascrito envuﬁgico an;et de es

te trnbajo (12). o
Ademia se zacupe:aron 1oa aerctipos 4. 6),7 Y B’d. los

”cuales el 6 y el 8 no se encuencxan entre los intormen publi-

cldo- en’ otzos paisas del continente americnno {18).
Accualmente se ha ;dentificado un nuevo letotipo en Dina

marca gue. eorresponde al 10. La exiscencia»de unn cepa de H.

'pleuropneumoniae no tipificnble, sugiere la p:es.ncia de Gstc

Seria conveniente elabcrar el anttauc—'

u otxo,nuavo serotipo.
ro del setomipo 10 para ve: si la cepa no tipif;cable ‘corres-

'ponda a eete (17).
El hecho de que en tzes caaoa se haya atslado més da un

'serotipo, suqiere la prescncia de infccc;ones mixtas qua pzo-

bablemente hagan mas dificxl su tratamiento y por la eanto la
erradicaci&n o ' "' : o ' o
‘En el anilisis de 1- distribuci&n qeogrifica -e-obsarva'

e n&alarcn ctn-

e

‘quo an lon ostado- da Hichoac&n y Gnanajuato

co da zoa >nuave aerotipos que se crabajazonven el p:esont.

'eatudio, mientrns quo en el estndo de H&xico 3510 lc anconcr&ﬂ

‘x
ot

al serotipo 1.
En 10- pulnoneu obt.nidon dal tu.tzo de tcrteflg se ob~
sexrvaron’ les;onon qua -ugq:Ian‘casos cg&nicos, sin embafqg;

i
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'no se logr8 ningfin aislamiento; en cambio crecif gram canti-

‘dad de Paateurella multocida, la cual pudo inmascarar el cua-

dro. Pfohahlemenﬁé usando medios de cultivo selectivos se lo-

gre aislar el H. pleuropneumoniae.

.ﬂ-pgsaz de;qu-'olfnﬁnoro de mﬁestras y de'cltadp-‘de la

Repliblica muestreados fpe reducido, . se- - abtuvieron datos 1mj>ortnni-
tes. Por lo.tanto si se aumentara el niimero de muestras y. de
zonas mueatreadqa id sabrfa si el serotipo 1-es el mf-,;@pbr-

'.fcange_gn prevaleﬁc;a (127 .
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