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Presentacion

Dentro de las enfermedades que afectan al trasforatorio del cerdo se encuentra la
pleuroneumonia contagiosa porcina, siendo una sleréermedades bacterianas mas
importantes. Es una enfermedad de elevada diseitimaatamente contagiosa y en
muchas ocasiones letal en cerdos desde el dekseterificio.

Esta enfermedad es producida patinobacillus pleuropneumoniae, y los signos que
presenta varian de acuerdo a la edad del animaldeesnmunoldgico, condiciones
ambientales y grado de exposicion al agente infeocisiendo una de las lesiones
caracteristicas la neumonia necroético-hemorragiogpleuritis fibrinosa.

Dentro de los factores de patogenicidad que praskaha bacteria tenemos las toxinas
Apx, de las cuales presenta tres: Apx | (con ¢ardremolitico y citotdxico), Apx Il
(con caracter hemolitico y levemente citotéxicoApx Il (con cardcter altamente
citotoxico y no hemolitico).

Por ello es importante el estudio de dichas toxipaslo que en el presente trabajo nos
encargamos de obtenerlas en sobrenadantes deosuliévApp serotipos 1, 3,5y 7,
utilizando electroféresis para la identificacidlds toxinas.

Esto puede ser utilizado para crear vacunas, pisesxbtoxinas Apx pueden funcionar
como antigenos protectores contra la infeccioAanobacillus pleuropneumoniae.

La enfermedad esta ampliamente distribuida en ehdmupor ello es de vital
importancia su estudio, ya que con ello se puedsrsgr en medidas de prevencion,
control y tratamiento a esta enfermedad.



1.0 GENERALIDADES.

En la actualidad, la insuficiencia de alimento aehimundial ha obligado a los
productores de cerdos a incrementar su producgara cubrir las demandas. Los
alimentos de industria porcina se pueden encommnaicualquier reglon; nutricion,
instalaciones, manejo, genética y diagnostico, peéoea de la sanidad (enfermedades),
continua siendo una gran limitante para la producporcina. (11,36).

1.1 Importancia de Enfermedades Respiratorias.

En un estudio realizado en México (1999), se dénogue el 53.5% de las
enfermedades de los porcinos corresponde a afesciel sistema respiratorio (25,26,
34). Las lesiones que se reportan para el apaspiratorio son diversas (Tabla No.1.).
De las cuales destacan 82.6% asociadas a bacws@uidas por 16% a virus y 1.4%
de origen parasitario (34).

Tabla No.1. Enfermedades del sistema respirateriosiporcinos. (25,34).

Diagnéstico Porcentaje
Rinitis atrofica 3.7
Bronconeumonia linfoproliferativa sugestivo de  23.5
Micoplasma sppy bacterias secundarias
Bronconeumonia purulenta p@asteurella 11.2
multocida
Bronconeumonia purulenta 20.4
Pleuroneumonia fibrino-necrética por 11.9
Actinobacilluspleuropneumoniae
Neumonia supurativa péctinomycepyogenes 2.0
Neumonia supurativa p&treptococcus 1.7
hemolitico
Neumonia fibrinopurulenta 6.8
Neumonia granulomatosa ( negativo a BAAR 1.4
Neumonia intersticial sugestiva de una infeccipn 15.9
viral
Neumonia poMetastrongylus 1.4

Dentro de los organismos patégenos que se asdot@malejo respiratorio porcino se
encuentran bacteria, micoplasma y virus; los cuakesclasifican de acuerdo a su
virulencia y patogenicidad en primaridgliCoplasmay Actinobacillug y secundarios
(Pasteurella Haemophilus Streptococcuspor mencionar algunos). (25, 26). Esto se
puede observar en la Tabla No.2.




Tabla No.2. Bacterias involucradas en el ComplegedRatorio. (25,34)

Patogenos Primarios Patogenos Secundarios
Micoplasmahyopneumoniae Pasteurellamultocida
Actinobacilluspleuropneumoniae BordetellaBronchiseptica

Haemophilugaraseis
Streptococcusuis
Micoplasmahyorhinis
Actinomycepyogenes

De las neumonias ocasionadas por los patégenos amb@cionados la que es
considerada como la mas nociva es pleuroneumontagiosa porcina ocasionada por
Actinobacilluspleuropneumoniada cual tiene las siguientes repercusiones:

1.- Presenta una mortalidad elevada de animaltseartapas de crecimiento y engorda,
donde se ha hecho una elevada inversion.

2.- Los animales que sobreviven a la enfermedadiaqueeomo portadores sanos
infectando a animales susceptibles, ademas, estibsalas tienen retraso en su
crecimiento y engorda por esto hay una inversios afta para la salida al mercado.

3.- Este retraso de los animales sobrevivientea anfermedad provoca una alta
densidad de animales en los corrales de finabmaprovocando la transmisiéon del
microorganismo.

4.- Los gastos por concepto de tratamiento, baetery diagnostico se incrementan.

5.- La mano de obra se ve disminuida en otras greadrindar mas atencion a los
animales enfermos. (36).

La pleuroneumonia contagiosa porcina es una derlBemedades bacterianas mas
importantes de cuantas afectan al tracto respivatdel ganado porcino (31), es

devastadora, altamente contagiosa, debido a lacatad con que generalmente se
manifiestan y se asocia en particular con cerdagegimiento, posee un extraordinario
interés econdmico (13). Esto se traduce seguwdsss, por los altos porcentajes de
mortalidad, y mas importante aun, por las mermamgmroducciones, alargamientos
en el periodo de cebo, altos costos en medicamearsisgencia veterinaria, etc. (24,37).



1.1.1 Historia de la Enfermedad

La pleuroneumonia porcina fue observada por primvem en Estados Unidos por
Pattison en 1957 (3,31) y posteriormente en los &36s en Gran Bretafia, California y
Argentina. Se conocié entonces ldhemophiluspleuropneumoniaelLos primeros
estudios realizados en el mundo para conocer lagteaisticas e implicaciones de la
enfermedad son los siguientes:

Tabla No.3. Primeros investigadores que estudidtaamophilugpleuropneumoniaa
nivel mundial. (27, 30).

Investigador Pais Ao
Olander Estados Unidos 1963
Shope Argentina 1964
Nicolet y Koning Suiza 1966
Nielsen Dinamarca 1970
Shiefer y cols. Canada 1974
Mylrea y cols. Austria 1974
Kiopel Alemania 1975
Hsu Taiwan 1976
Pijoan México 1978

En 1957 Pattison y cols. (27). Aislaron a partir tesiones de cerdo con
pleuroneumonia bacterias exigentes en NAD (Nicotida-Adenina-Nucleoétido)
(22,33). Estas bacterias se nombraron cdda@mophiludike antes de recibir la
denominacion bacteriana oficial bajo el nombre HBEemophiluspleurpneumoniae
(27). Aungue se ha demostrado mediante el andéésisstos datos (Tabla No.3.) que
esta bacteria existio afios antes de su aislamigntaracterizacion. Al parecer la
industrializacién de la produccion porcina permiéi@ifusion del microorganismo y de
la enfermedad.

En 1983 phol. (27). hizo una reclasificacion detratg etiolégico dentro de el género
Actinobacillus basandose en estudios de genética bacteriandiestie hibridacién de
DNA). (4,27). Los primeros reportes que se tieneradenfermedad en México, son la
descripcion clinica del problema, los aislamienfosstudios exhaustivos del mismo
realizados en 1978 por Pijoan y cols. (27); endsratriginados en Tlaxcala, Penjamo y
la Piedad, de entonces a la fecha, podemos dezing&xiste cuenca porcina del pais
en donde no se haya registrado la enfermedad.0)27,3

1.1.2 Sinonimias.
La pleuroneumonia contagiosa porcina, tiene varg@sonimias como son:

Pleuroneumonia contagiosa del cerdo, Actinobasilogorcina, Pleuroneumonia
enzoodtica del cerdo. (7).



1.1.3 Transmision.

La principal ruta de diseminacion de la enfermeéadpor via aérea a través de
aerosoles aunque solo en distancias cortas (3hhida se transmite por contacto
directo de un animal portador (con infeccion crahi@a otro animal susceptible.

Otra forma de transmision es por exudado nasaleigmado en ropa o calzado (23,36).
Pé4jaros, roedores y personas no son buenos veptmaeta transmision. Tampoco se ha
podido demostrar por inseminacion artificial o pransferencia de embriones (31).

1.2 Agente Etiologico.

El agente etiolégico de la Pleuroneumonia contagigorcina (PCP) es el
Actinobacillus pleuropneumoniae(33). Es un grave proceso especifico del cerdo
caracterizado por un tipo de neumonia hemorragicaegrética, acompafada de
pleuritis fibrinosa, una de las mas importantegenédades bacterianas de esta especie
(38).

1.2.1 Caracteristicas morfolégicas y bioguimicas.

La bacteria es un bacilo pleomdrfico gram negayivamcapsulado; esta integrado en el
génerdActinobacillusde la familiaPasteurellaced3,14), mide de 0.5 - 1}5m de largo
por 0.3-0.4um de ancho (7,24). Es una bacteria que careceagdeldls (inmaovil) y no
produce esporas sin embargo posee fimbrias citoawlies. Estas caracteristicas se
pueden observar en la Fig. No.1.

Fig. No.1. Esquema de bacteria gram negativa.(11).
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Para su identificacién se realizan, como para cigdpacteria, pruebas bioquimicas
tanto primarias (motilidad, catalasa, oxidasa.)etomo secundarias (Indol, citratos,
ureasa, etc.)(20). Las principales actividades Wiogas se pueden observar en la
Tabla No.4.

Tabla No.4. Caracteristicas bioquimicasAtginobacilluspleuropneumoniae(8, 20,
24, 31, 33).

Satelitismo con cepa NOAFIZa............uvieeeeeeeriiiiiiiieee e eeeee e, Positivo
Dependencia @ NAD.........ooooiiiiiiiiiiierreee e Positivo
Dependencia a Hemina...........oooeeeeeiiiiieeeeeeee e, Negativo
FENOMENO A& CAMP......eviiiiiieiiieee et a e e e e e e e e e e e e e e e Positivo
HEMOIISIS. .. Ros

(O 1 =1 = 1S WS dnso

(@ 1[0 F= 7= VP PPPPPPPPPRPPPRR Cost
(0T 17 Lo RSP PTTRTP Ro®

N 1= 10 3P PPPPPPRPRPRPPP Ro®
INAOL e Negativo
(@011 7= 10 1T PPPPPPPPRRPPRPRR oditivo

Acidos a partir de carbohidratos®*.

D(+)-gluCOSA......evviiiiiiieiiee e Positivo
D(+)-MAN0SA........cceieiiiiiiiiiiit e Positivo
D(+)-Manitol...........coooririiiiiiiiie e e Positivo
D(-)-frUCOS@. ....evvviiiieiiiiiiiiieieeeee e Positivo
INOSIEOL....ceeeieee e Negativo
Fosfatasa alcalina..........cccoooeeeiiii oo Positivo

Existen 2 biovariedades detinobacilluspleuropneumonia®s cuales se clasifican de
acuerdo a su requerimiento de NAD, para su creotmiesiendo el biotipo 1
dependiente de NAD (virulenta) y el biotipo 2 indegdiente de NAD (menos
virulenta).(28).

El NAD es también conocido como factor V (termallapeste factor se lo proporcionan
in situ, otros microorganismos denominados cepas nodrizastre estos
microorganismos estan Staphylococcugureus Streptococcuslbus Streptococcus
faecalis especies del géneBacillus y Pseudomonascolocando una estria sobre el
cultivo sospechoso dActinobacillus pleuropneumoniaedicho fenbmeno se conoce
como satelitismo, (24,31). El cual se muestra éfigaNo. 2.




Fig. No. 2. Efectos del satelitismo ée&tinobacilluspleuropneumoniaen diferentes
condiciones. (31,41).

El empleo deStaphylococcuaureusnos permite observar ademas de la dependencia, el
fendmeno de CAMP (Christie; Atkins y Munich- Petary en donde la beta hemolisina
de la Toxina —B del estafilococos, actia en forin&rgica con la cohemolisina de
Actinobacilluspleuropneumonigesobre las placas de agar sangre. (&dlinobacillus
pleuropneumoniaerece bien a 37°C preferentemente en presenci2Odeal 5%, al
menos en los cultivos iniciales.(31).

Las colonias en agar BHI con la cepa nodriza, sugée muy pequefias (menores a 1
mm), blanquecinas, brillantes y mucoides; las da®®en agar BHI suplementado con
extracto de levadura o NAD se observan de mayoaiianse conocen 2 variantes
coloniales una lisa y otra rugosa y a veces adteseal medio sélido. (24). El
crecimiento de la bacteria en medios soélidos strda en la Fig. No. 3.

Fig. No. 3. Cultivo deActinobacillus pleuropneumoniaen medios sélidos. 2 A:
colonias en agar chocolate. 2B: colonias en ag&aiOPénriquecido con NAD; 2C:
satelitismo en agar sangre. 2D. Efecto CAMP; 2Boréas hemoliticas en la presencia
sangre.

Cultlve de &.
pﬁaumpnnu moniag
en medios sdlidos.




En la siguiente tabla (Tabla No.5.) se muestrardifgsencias metabdlicas que existen
entreActinobacilluspleuropneumoniag otras especies del mismo género. (20,31).

Tabla No.5. Determinaciones principales y Diferaniin metabdlica entre
Actinobacilluspleuropneumoniag especies proximas. (20,31).

Tabla No.5. Determinaciones principales y diferenciacion metabdlica

entre Actinobacillus eleurogneumoniae x esEecies Er()ximas 520i31 z

Caracter/ A.pleurop- Taxon H.para- | P.multo-
actividad neumoniae | suis /ndollcus ﬁorcmus minor Ssuis cida
Acido de

glucosa

Acido de

manitol o G
Acido de

xilosa + + B M
AC|do de + +

ribosa

Acido de

lactosa d + + B )
Ureassa | + [+l [ | - [ [ - | -
B-

ﬁalactosidasa +

Fosfatasa +

alcalina

Nitratos |+ [+ | | | [ .+ [ |
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Como se ha indicado, inicialmente, sobre la bada dependencia o no del NAD para
el crecimiento, se describieron 2 biotipos (I y, €n el biotipo | se integraron 12
serotipos (1 - 12) y en los serotipos 1 y 5 se laefia subtipos (a y b). Dentro del
biotipo II, también se incluyeron serotipos 1 ySh embargo como consecuencia de
que, pese al caracter dependiente o no de NADomparten antigenos entre ambos
biotipos, recientemente se ha unificado el sistegnaun solo biotipo con 15
serotipos,(15) con la particularidad de que enskrstipos 2, 4, 7 y 9 pueden aislarse
cepas independientes, igual que los serotipos1¥B #n cualquier caso, ambos biotipos
producen pleuroneumonia porcina, clinicamente enelifciable.



1.3 Factores de virulencia.

Actinobacilluspleuropneumoniaeroduce o posee un nimero importante de factaes d
virulencia que participan en la patogénesis deldéarpneumonia contagiosa porcina
(23) aunque todavia existen lagunas importantesueronocimiento. Se incluyen
factores estructurales, como la capsula, el LR#pblisacarido), fimbrias y algunas
proteinas de membrana externa, y otros factoraslss| algunos de los cuales se
excretan al exterior después de su producciénjyealdo exotoxinas Apx., superéxido
dismutasa y algunas proteasas.(38)

1.3.1 Capsula.

Es la responsable de la especificidad del serotipgue como en otros organismos
debido a su carga negativa le confiere a la bacpeateccion en contra de la fagocitosis
por las células del sistema inmune del hospedébt®y.

Dentro de las propiedades biolégicas de la capseilenencionan las siguientes: Son
inhertes, no tienen actividad toxica, no tienenvatdd pirégena, sin embargo se han
encontrado que matan al embrion de pollo, preseattividad blastogénica linfocitaria
debido a la carga negativa que le confiere la daggy resistencia a la fagocitosis por
neutréfilos PMN (Polimorfonucleares) es opsonizgdo los anticuerpos e interfiere
con la actividad del complemento hacia la membrana.

Los anticuerpos generados contra la capsula, solegen contra la muerte, pero no
contra las lesiones pulmonares y a la infecciomiced La virulencia atribuida a la
capsula es variable entre los diferentes serotip@ajngque es requerida para que un
Actinobacilluspleuropneumoniasea virulento, alin no se conoce por completo edlpap
patogénico de la capsula. (24)

1.3.2 Lipopolisacarido.

Las bacterias Gram negativas se caracterizanrpeetar una membrana externa, que
estructuralmente es idéntica a la membrana cedulaterna, solo que en la membrana
externa o envoltura celular se encuentra enclaeadbpopolisacarido (LPS); el cual
esta compuesto por un lipido A formado por acidasag, glucosa, galactosa, ramnosa
y los aminoazlicares n-acetilglucosamina y n-a@dtigosamina. (24,30). Esta
estructura es presentada en la Fig. No. 4.

Fig. No.4. Esquema de la composicion de LPS. (17).
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En Actinobacilluspleuropneumoniaese encuentra un antigeno somatico denominado
“Q”, situacion que no ocurre con las bacteriasgi#leroHaemophilus por lo que el
término LPS no se aplica y si el de Lipooligosat@rLOS). Los antigenos LOS son
los responsables de cruces antigénicos entre fioemties serotipos: serotipo K:1, tiene
0O:1; serotipo K:2, tiene O:2 ; serotipo K:3, tieDe3 ; serotipo K:4, tiene O:4 ; serotipo
K:52, tiene O:5 ; serotipo K:5b, tiene O:5; serotk.6, tiene O:3 ; serotipo K:7, tiene
0O:4 ; serotipo K:8, tiene O:3; serotipo K:9, tie@el ; serotipo K:10, tiene O:7;
serotipo K:11, tiene O:1 y serotipo K:12, tiene (28)

Los LPS, de la pared celular son importantes afeshrrollo de una respuesta inmune
después de la infeccion con App. (30). Se hanatifdado dos tipos | y Il; el primero
esta presente en los serotipos 1, 6, 9, 11 yeh &l resto (3, 5, 7, 8, 10, 12, 13, 14y
15).

Se ha descrito cepas lisas padiinobacilluspleuropneumoniagen los serotipos 2, 4y
7); semirrugosas (serotipos 1y 5) y rugosas (grséootipos 3 y 6); condicionados a la
presencia compleja, parcial o ausencia de las eadaterales O.

Las propiedades bioldgicas del LPS se resumersesigaientes actividades:

X/

% Tienen la actividad biologica clasica de una enxlotbde los Gram negativos.

< El LPS de Actinobacillus pleuropneumoniaamelifica a los amebocitos del
género limulus, cuando se indcula por via intrad@nse produce una reaccion
de Schwartzman.

% Actda como pirégeno.

s El LPS de los diferentes serotipos de App, inducdtracion de células
inflamatorias cuando se in6cula a ratones y cergos via respiratoria,
observandose una neumonia intersticial multifocal ng la neumonia
fibrinihemorragica necrética clasica de la PCP.

1.3.3 Fimbrias citoadherentes.

En la FES-Cuautitlan , se han realizado una serigathajos que mostraron que cuando
se inocularon por nebulizacion céwtinobacilluspleuropneumoniaé en una cama de
aerosoles) a cerdos, conejos, ratones y cuyes)aoleerdos se infectaron y murieron
con inéculos que variaron de 2%tasta 2x1® unidades formadoras de colonias /ml
(UFC/ml). Estas evidencias muestran la alta esp&tafl de especie di&ctinobacillus
pleuropneumoniaehacia el cerdo, sugiriendo probablemente, que eetloc posee
receptores especificos hacia el factor de adherelecesta bacteria.(24)

En otros estudios se han identificado Aatinobacilluspleuropneumoniaeestructuras
semejantes a fimbrias o pilis citoadherentes, démmias también adhesinas. Sin
embargo no se han encontrado estos apéndices atutaaes en Actinobacillus




pleuropneumoniaecultivadosin vitro, y al parecer solo la bacteria expresa estos
antigenos en el cerdo.

Recientemente se han identificado estas estruatueds&ante microscopia electronica y
estudios de patogenicidad en cerdo SPF, en dondiereeestra quéctinobacillus
pleuropneumoniagiene y presenta factores de adherencia o pilimdherentes en el
cerdo, mientras que solo se mantienen estos pilisseprimeros pases de la bacteria en
medios de cultivan vitro. (24). La fimbria hace posible la adhesion baatartejidos,

la adherencia a células hospederas en algunas eeesislierada como un paso inicial
en la patogénesis de la enfermedad.

1.3.4 Proteinas de membrana externa

Existen sistemas de captacion de hierro, entreqles se incluyen las proteinas de
membrana externa captadoras de transferrina TfibfoB, asi como otros mecanismos
que le permiten a la bacteria obtener hierro dalina través de agentes sideréforos.
(18). La proteina TfbA codificada por el gen tfbAspe un tamafno de entre 90 y 110
KDa (KiloDaltons); mientras que la proteina Tfluile esta codificada por el gen tfbB
tiene un peso molecular de entre 80 y 90 KDa..(29)

El perfil de las proteinas localizadas en la memdbmexterna se han estudiado en todos
los serotipos deActinobacilluspleuropneumoniagebasandose en la movilidad de estas
proteinas, la migracion ocurrio de la siguiente enanen las regiones 34 - 44 KDa; de
16 - 16.5 KDa y en la region 29 KDa correspondientma proteina modificable por el
calor, por lo que se han identificado 7 patronesuave serotipos probados.

Las proteinas de membrana externa en los serolipps9 fueron idénticas (estos
serotipos presentan reaccion cruzada por sus mofgeapsulares); asi como los
serotipos 2 y 6 (estos serotipos no cruzan poastigenos capsulares), los serotipos 3,
4, 5, 7y 8 presentaron perfiles proteinicos difexe estos serotipos solo cruzan por sus
antigenos capsulares de la siguiente maneracah 38; 4 con 7y el 5 que no cruza
con los demas.

1.3.5 Toxinas Apx.

En los sobrenadantes de los cultivos Alginobacillus pleuropneumoniae. Se ha
encontrado actividad toxica, sobre diferentes aéltdles como linfocitos y macréfagos
alveolares, pero principalmente contra glébulo®gojesta actividad funcional han
determinado que a estos factores téxicos se lentiee con anterioridad como
“hemolisinas” o “citolisinas”. Se han encontrado pag de Actinobacillus
pleuropneumoniague son muy citotoxicas y hemoliticas; otras socopritotoxicas y
poco hemoliticas y otras que son solo citotoxi(&4.6)
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Hoy en dia estas toxinas pertenecen a la familismxiaas denominadas RTX (Repeat
of Toxin) (1, 6, 9); se caracterizan por ser funalmente porinas (poseen repeticiones
ricas en glicina) , producen poros en las membraiedslares principalmente de
macrofagos y neutréfilos provocandoles la muedtdl(). Dichas toxinas pertenecen a
dos categorias: la hemolisina, que afectan un&dedi de células y la citotoxina que
afectan solo células especificas. (6,21)

Se han identificado tres tipos distintos de actigién las citotoxinas: (1,2, 6, 24)

» Rtx 1 (citolisina 1): Hoy conocida como Apx |
» Ritx 2 (citolisina 2): Hoy conocida como Apx Il
» Rtx 3 (citolisina 3): Hoy conocida como Apx Il

La diversidad de estas toxinas también explicalissencias de virulencia. Apx 1 es
fuertemente hemolitica y fuertemente citotoxicaxAp es débilmente hemolitica y
moderadamente citotoxica y Apx lll es no hemolitmero fuertemente citotoxica.
(2,19). La Tabla No.6. muestra las diferentes taxiy el grado de virulencia que
presentan

Tabla No.6. Toxinas y grado de virulencia que prese (28).

Toxina Grado de Virulencia
Apx | Muy virulenta
Apx Il No es tan virulenta
Apx Il Poco virulenta

Se ha encontrado que Apx | la producen los semtlp®, 9y 11; asi mismo Apx Il la
producen préacticamente todos los serotipos meind8 €1, 2, 3, 4,5,6,7,8,9, 11y
12) mientras que Apx Il la producen los seraigo 3, 4, 6 y 8. (22,24). Se observa en
la tabla No.7. Las variedades de Apx y las toxoaes presenta Asi como los antigenos.

Tabla No.7. Variedades de App y toxinas que presé¢pp)
Serovariedades Antigeno| Antigeno Apx | Apx Il Apx Il
‘"0 K
1 01 K1 Vv v x
2 02 K2 x Vv v
3 03 K3 x N N
4 04 K4 x N N
5 05 K5 Vv Vv x
6 03 K6 x v v
7 04 K7 x Vv x
8 03 K8 x v v
9 01 K9 Vv Vv x
10 06 K10 Vv x x
11 01 K11 Vv v x
12 07 K12 x Vv x
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Se ha descrito una prueba de neutralizacion der#lisina, usando sobrenadante de
Actinobacilluspleuropneumoniaeomo fuente de hemolisina. Esta prueba ha mostrado
varias ventajas sobre las pruebas convencionaleso ceeria: no son serotipo-
especificas, permiten diferenciar entre animalesuvados y no vacunados, tienen
buena sensibilidad. Sin embargo tienen problemasspecificidad porque HL1
muestra reacciones cruzadas con una variedad deribacen las que se incluyen
Escherichiacoli, Pasteurellahaemolyticay Actinobacillussuis La Tabla No.8. muestra
las designaciones para las toxinas RTX encontradas Actinobacillus
pleuropneumoniae.

Tabla No.8. Designaciones usadas para varias ®xRt& encontradas. (12).

Nueva designacién Sinonimos
Nombre de la Proteina/simbolos Nombre de la Proteina/simbolos
Toxina del gen toxina del gen
Toxina RTX | Apx | Hemolisina | Hly |
apx IC hly C
apx IA hly 1A
apx IB hly IB
apx ID hly ID
Toxina RTX Il Apx Il Hemolisina Il Hly Il
apx IIC hly 11C
apx 1A hly 1A
Toxina RTX I Apx I Pleurotoxina Ptx
apx l1C
apx A ptx A
apx B
apx llID

La Tabla No.9 tenemos un resumen de los factoresviddencia presentes en
Actinobacilluspleuropneumonia@si como su composicion y la funcion que realizan,
dentro de la bacteria.
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Tabla No. 9 Factores de virulenciaAlginobacilluspleuropneumoniaé30).

Estructura celular Funcién Composicioén Referencia
Fimbria Adhesion Proteinica (55)
Cépsula Evasion de Fagocitosis Polisacarido (24

Hemolisinas Lisis de células rojas Proteinica (6,8
Citotoxinas Toxicidad a células Proteinica (8,10
Membrana externa Choque endotoxico Lipopolisacatido (51)
Receptores Captacion de Hierro Proteinica (20
Factor de Desconocida Desconocida (30)
permeabilidad
Proteasas Degradacion de sustratps Proteinica 6§28,3

1.4 Distribucion Geografica.

La pleuroneumonia contagiosa porcina tiene unailuision mundial afectando a la
mayoria de las poblaciones productoras de cerdos.

En Canada se han estimado alrededor de 40 milldeesl6lares canadienses de
pérdidas; mientras que en Estados Unidos las @&rdid estiman entre 200 y 250
millones de délares anuales. En México practicaenantexiste zona con porcicultura
intensiva en donde no se alld reconocido la enfdéache consecuentemente su
significado econémico es muy alto. (13).

Dentro de la Tabla No.10. podemos apreciar qudipesose presentan en cada uno de

los paises afectados; asi como cual es el sei@alomina en dicho pais. Dandonos
asi una idea de la distribucién mundial que preskenbacteria.
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Tabla No.10. Distribucién mundial dectinobacilluspleuropneumonia€?23, 24, 27)

Pais Serotipos Prevalentes Serotipos
dominantes
Argentina 1,2,3,5,12 1
Australia 1,2,3,7,12 1
Bélgica 2,3,6,7,8,9,11 3
Brasil 1,3,45,7,9 5,3
Canada 1,2,3,5,6,7,8,10 57,112
Chile 1,5 1,5
Croacia 2,7,8,9 2,9
Checoslovaquia 1,2,7 2
Dinamarca 1,2,3,5,6,7,8,10,11,12 2
Francia 2,3,7,8,9 9
Alemania 2,3,4,5,6,7,9,10 9,2,7
Hungria 1,2,3,5,6,7,9,10,11,12 3,2,7
Italia 1,2,3,4,5,7 5
Irlanda 3 3
Japon 1,2,3,5,6,7,8,9,12 1,2
Corea 2,3,5,7 5,2
México 1,2,3,4,5,6,7,8,9 1,8
Holanda 1,2,3,5,7,8,9,11 2,911
Polonia 1,2,5,9 1,9
Espafia 1,2,3,4,5,6,7,8,9,10,12 47,2
USA. 1,3,5,7,8,9 1,5
Venezuela 1,2,3,4,6,7 1

Como se observo en la tabla anterior México es dmdos paises en los cuales se
encuentra presente App., Por lo que en la TablaINpodemos apreciar en que estados
y que tipo de serotipos son los que se presentand® Querétaro el estado que mas
serotipos presenta, seguido por Puebla y tenianthdisco y Michoacan como los que

menos serotipos presenta.

Tabla No.11. Distribucién regional detinobacilluspleuropneumoniag36)

Estado Serotipo identificado
Jalisco 1,2,8,9
Michoacén 1,2,8,9
Guanajuato 1,2,3,4,7,10,11
Puebla 1,2,3,4,5,6,7,10,12
Edo. de México 1,2,3,4,7,10,12
Sonora 1,2,3,4,7,10,12
Querétaro 1,2,3,4,5,6,7,10,12
Yucatan 1,2,3,5,6,10,12
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1.5 Patogenia y Transmision.

La infeccion se produce por aerosol o por contaitecto entre animal enfermo y
animal sano, el cerdo es la Unica especie que enafmatural es susceptible a
Actinobacillus pleuropneumoniaeTambién los cerdos pueden infectarse en forma
indirecta, por el mismo personal de la granja,medio de la ropa, botas e instrumental
contaminado. El papel de los roedores y de losrgmjan la diseminacién de la
pleuroneumonia contagiosa porcina ha sido deseartdido a que no se ha logrado
aislar de estos animales, sin embargo, trabajdgadas recientemente han revelado
que los péjaros tienen anticuerpos contra losipesol, 2 y 9 de App. (24)

En los estudios de infeccién experimental se hadpodemostrar quéctinobacillus
pleuropneumoniae coloniza las tonsilas y el epitelio alveolar. Eh pulmoén el
microorganismo es fagocitado rapidamente por losréfiagos alveolares, pero debido
a la produccion de las toxinas Apx I, Apx Il y Ak que tienen un marcado efecto
toxico para los macréfagos alveolares, la fagosito®m actla adecuadamente, las
toxinas también afectan a las células endotelddees vasos capilares alveolares y sus
efectos son los causantes de las lesiones tipeda énfermedad. En infecciones
experimentales se han observado lesiones pulmogaessomienzan a ser evidentes a
las tres horas postinfeccion y contindan despweéfrana progresiva. (31)

1.5.1 Factores predisponentes.

La persistencia de App en cerdos depende de unroudee factores incluyendo el
estado inmune de los cerdos. Por esto los factaesantes de una inmunosupresion
son los factores mas importantes para la preséntae la pleuroneumonia. (7) Se ha
reportado una interaccion entre el virus de lareméead de Aujesky y el App. La
infeccion viral es un factor inmunosupresor queofage la presentacion del cuadro
hiperagudo de la enfermedad (16). Otro factor qeéa eelacionado con la
inmunosupresion de los cerdos es el estrés, esteepaintimamente ligado con los
brotes agudos de la pleuroneumonia. Por lo tastfaltores del estrés juegan un papel
importante en la presentacion de App. Entre estogntos: cambios bruscos de
temperatura, manejos estresantes, transporteg®frtas durante el afio.

Otros factores son: Asociacidbn con otros microolgaos que afectan aparato
respiratorio, retencién de animales seropositiuees juegan un papel importante en la
diseminacién del microorganismo, alta humedadJasneondiciones higiénicas tanto
de instalaciones como de trabajadores, entradeadspbrtes sin previa desinfeccion;
esto se resume en una mala bioseguridad. (24,80mdrbilidad se puede presentar
hasta en un 100% con una mortalidad variable qu#esde el 20 hasta el 80 % . La
mortalidad se presenta en cerdos de 4 semanasade sl embargo, las pérdidas por
muerte se encuentran limitadas en cerdos de 13erénas de edad. (24)
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1.5.2 Signos clinicos.

Los signos clinicos varian de acuerdo al estadoumemde los animales, estrés,
condiciones ambientales diversas y el grado desiigo al agente infeccioso. (31,33)
El periodo de incubacion de la enfermedad es dashar algunos dias y puede
evolucionar en tres formas clinicas: hiperagudadag crénica (22). Las dos primeras
se dan en explotaciones indemnes, infectadas puoenar vez, mientras que la crénica
se relaciona con &reas endémicas. (31).

1.5.3 Hiperaguda.

Este cuadro se inicia con anorexia y apatia, fieleré1.5 — 42 °C, existe un periodo
corto donde se presenta vomito, diarrea leve; posteente se presentan fallas
circulatorias como cianosis en piel, abdomen yastePostracion respiracion por
hocico, adoptando la posicion descrita como “pesemtado” que usualmente se
acompafa de descargas sanguinolentas por fosdeshgshocico. En la Fig.No. 5.

podemos observar a un cerdo en fase hiperagudeetdédrmedad.(41).

Fig. No. 5. Animal infectado por App. en fase Hagmruda. (41).

B e s

ventrales.del

16ticasy:

En neonatos se presenta una meningitis con sigeiv$080S, asociados a un cuadro
respiratorio, en reproductoras se han descritood®ed ocasional abortos. La muerte
ocurre de las 24 — 36 horas, aunque ocasionalmEgienos animales mueren
subitamente. Esto causa una mortalidad del 80 24 §0una morbilidad del 80% (23,

24, 31,40)

16



1.5.4 Aguda.

Tiene una evolucion menos rapida y puede desasella una forma cronica Lara.;
inicia con fiebre de 40 — 41°C, tos hiumeda (inteante y dolorosa), disefia, resistencia
a moverse, anorexia, depresion, extension y rigakezuello y cabeza dirigiéndolas
hacia el frente, hocico semiabierto (respiraciom pocico), letargia, dificultades
respiratorias evidentes, pueden ocurrir fallasutatorias, como son cianosis en orejas y
extremidades, vOomito ocasional. Este cuadro puedasianar la muerte o la
recuperacion; la muerte se caracteriza por prasketaorragia nasal, esta puede ocurrir
de 1 a 4 dias, o bien se da la recuperacion esmmté&sta forma provoca una
mortalidad del 10 — 30 % y una morbilidad del 80(28, 31, 34,40).

Entre las lesiones que se presentan en la fase agegroduce una congestion capilar
de la pared alveolar con edema marcandose el g@ptgticial. La acumulacion de
neutréfilos agrava el dafio de la pared alveolavqgmando una trombosis arterial con
necrosis tisular. Esto se puede observar en ladNeig6.

Fig. No. 6. Lesiones ocasionadas por App. en cazdonsfase aguda.(41).

1.5.5 Cronica.

Esta fase es dificil de caracterizar. Aparece desple un cuadro agudo o al mismo
tiempo. No presenta fiebre se observa tos variabigermitente, pérdida de apetito y
baja en la ganancia de peso diario. (13, 31, 485 .dintomas clinicos puede exacerbarse
por otras infecciones respiratorias, (bacteriagsyimicoplasma). El serotipo 3 de App
puede causar artritis, endocarditis y ocesus eretifes localizaciones en animales
individuales Uultimamente se ha relacionado la eméelad del oido medio con
infecciones de App. (23,31).

En esta fase se observa que la pleura se engomsagbundante fibrina,la consistencia
del pulmon es dura y friable, como se observa &iglaNo. 7., donde también podemos
observar una comparaciéon entre un pulmoén sano ycanopleuroneumonia, en fase
cronica.
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Fig. No. 7. Fotografias de lesiones en fase créfdds.

mi transito.sano-enfermo esta
laramente definido

_ as__frec;,?eh' alas

Se afectal®con't
E___lfl,as‘flplq'r"s'ales'"del pulmon

Los animales con la forma crénica de la enfermeglagian como portadores sanos;
otras enfermedades respiratorias o factores desqatieden desencadenar o incrementar
los sintomas de la pleuroneumonia cronica. (7;2@nbién se pueden observar abortos
principalmente en el Ultimo tercio de la gestac{d®).

1.5.6 Lesiones.

Las lesiones macroscoépicas se localizan principatinen el tracto respiratorio; se
caracterizan principalmente por una pleuroneuméhbfetnohemorragica con necrosis
coagulativa. También ha sido reportada la presedeidluido serosanguinolento en
cavidad pericardica. (23).

Las lesiones mas obvias ocurren en cavidad t@agiconsisten en neumonia y
pleuritis, usualmente las lesiones neumonicas sorlddbulo caudal pero pueden
ocurrir en el I6bulo craneal y mediano. El septeilobular se encuentra edematoso y
engrosado, en algunos casos se pueden observailasmmpindas de hemorragias
cercanas a areas de necrosis debajo de la plelisepto intralobular. (31).

Se encuentran agrandados los nodos linfaticos braleg y mediastinicos. Las lesiones
también pueden ser descritas en otros Organos peéisarditis con adherencias al
pericardio, infartos renales, aumento en la cadtide fluido peritoneal conteniendo
bandas fibrinosas. (23) Las lesiones que se paasemependen de la fase de la
infeccion:

Fase hiperaguda: se encuentra que tanto la traqumea los bronquios estan llenos de
exudado mucoso, espumoso y tefiido de sangre;das Aeumonicas aparecen oscuras
y sélidas con poca o ninguna pleuritis fibrinosa.

Fase aguda: la pleuritis es muy obvia y la cavidadhcica contiene liquido
sanguinolento. Con el paso del tiempo las lesiaesizan, por lo que la pleuritis
fibrinosa, se vuelve fibrosa y puede adherirsefteamte a la pleura parietal que el
parénquima pulmonar, puede permanecer fijado a @st@ado se extraen los pulmones
en el examen post-mortem.
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Existen lesiones pulmonares de color rojo obscerguelven de un color brillante y
permanecen firmes solo en las areas mas afectatakesiones se retraen y disminuyen
de tamafio a medida que la resolucién progresa ltastaen los casos cronicos
permanecen nddulos de diferentes tamanos, la naageréllos localizados en el 16bulo
diafragmético. Estos nddulos pueden asociarsereas ée pleuritis fibrosa adherente.

Fase cronica: las lesiones se caracterizan pookdasion de tejido pulmonar, zonas
infartadas encapsuladas y tejido de cicatrizacidm, secuestros necréticos, rodeados
por fibrosis en los septos interlobulares adyaceitg3,31).

Microscépicamente se observa en las areas pulnonafectadas por la forma

hiperaguda; congestion, trombosis, hemorragia ynaddéExiste exudacion de fibrina

hacia los septos interalveolares y alveolos, engles podemos observar neumocitos
descamados y células inflamatorias. (24,31). Logtose interlobulares aparecen

engrosados a causa del edema intersticial, covakxss linfaticos dilatados, ademas de
la presencia de células inflamatorias y eritrocéiose las redes de fibrina.(23,31)

Dentro de la forma aguda encontramos que las &@@amonicas presentan focos de
necrosis por coagulacion, rodeadas de célulagmafiarias, de igual forma se observa
fibrina, glébulos rojos y neumocitos en la luz des lalveolos. (10). Los septos
alveolares se encuentran engrosados y es fredagnbenbosis vascular.

Si el proceso evoluciona hacia la cronicidad tiergar la proliferacion de tejido de

granulacién alrededor de las zonas de necrosisyapudtan posteriormente limitadas
por la capsula de tejido conectivo. (31). Estasiotees pueden albergar
microorganismos que duran varios meses y gener@asdade portadores transmitiendo
la enfermedad a otros portadores susceptibles.

Una de las complicaciones mas frecuentes de largrieumonia porcina es la
pericarditis serofibrinosa con desarrollo posteriter adherencias y engrosamiento
fibroso (Fig. No. 8. ). Aunque en la mayoria dedasos las lesiones estan limitadas a la
cavidad toracica, a veces se puede observar tambpititonitis fibrinosa,
meningoencefalitis purulenta, endocarditis ulcerasiitis y osteomielitis.

Fig. No. 8.Lesiones microscopicas ocasionadas ppt(Al)
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1.6 Diagnostico

El diagndstico definitivo de PCP debe ser oportymapido y es esencial identificar los
diferentes serotipos prevalentes en el pais, paralaborar los biolégicos adecuados
para el diagnostico y la inmunizacion de los ang®aEn el Diagnéstico de PCP se
emplean diversos métodos, sin embargo solo uno © dio ellos confirman la
enfermedad y el serotipo presente: (24,39)

a) Signos y curso de la enfermedad en el credo ymbla.
b) Ensayos post-mortem
c) Aislamiento de App del tracto respiratorio
d) Serologia
(30)

1.6.1 Diagnéstico clinico.

Se basa en la observacién de los signos clinicad eardo y en los de zahurda; este
método no es confiable ya que solo los signoscdinse presentan en los cursos agudos
de la enfermedad, mientras que los casos cronasengnadvertidos. (24).

El cuadro hiperagudo conocido como neumonia hemjicaAse caracteriza por lo
espectacular de la enfermedad, los signos sonaspid afeccion respiratoria es tan
severa que los cerdos respiran con el hocico abiealy hemorragias y espuma en la
nariz y la boca antes de morir. (24).

1.6.2 Ensayos post-mortem

Se lleva a cabo a partir de la observacion de da®res, después de practicar la
necropsia, o durante la inspeccion en los centeogbdsto de los casos cronicos. Para
en estudio patologico se requiere de los servia@osn médico veterinario especialista.

En piaras contagiadas la examinacion post-morteimpsrtante y podria en muchos
casos, permitir un correcto diagnéstico. (30).

1.6.3 Aislamiento.

Se realiza a partir de la toma de muestra de lt®gnes de cerdos con problemas
agudos o bien croénicos, esto tarda de 48 — 72 shemrealiza en un laboratorio de
bacteriologia con un personal calificado. (24). hasestras que se utilizan son trozos
de l6bulos diafragméticos (principalmente) o de®tibbulos que presentan lesiones
tipicas de PCP. (37). si se requieren enviar arkbrio deben ser congeladas o con
bastante hielo, ya que las cepas de App se comserval pulmon infectado a —70°C.
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Se siembran las partes afectadas de las muestBtslenPPLO agar con 5% de sangre
de bovino u ovino. Para el aislamiento primarioimportante que el NAD se lo
proporcione in situ otro microorganismo mediantea uestria sobre el cultivo
sospechoso de App. El empleo@taphylococcusaureus nos permite observar ademas
de la dependencia el fenomeno de CAMP. Tambiéralizan las pruebas bioquimicas
tanto primarias como secundarias para su idertifboa20, 41).

Para realizar la tipificacion de App se utilizantisureros especificos contra los 12
serotipos capsulares. Los métodos més utilizadas paiebas de aglutinacion, de
precipitacion, las de fluorescencia; sin embargprieeba de coaglutinacion practicada
de sobrenadantes de muestras a pulmoén con lesipee$ueron tratadas con calor
ahorra el aislamiento primario, los pases de macion y la identificacion
bioquimica.(24).

1.6.4 Serologia.

El diagndstico serologico se lleva acabo el logl@grvivos en granjas; es el método
mas adecuado ya que se realiza en animales vivos sim signos clinicos, no requiere
del sacrificio de cerdos y es mas rapido, ademagudepermite hacer perfiles de la
enfermedad, identificando el punto de infecciéhedgranja.

Para el diagnostico serolégico encontramos entrasopruebas las siguientes:
aglutinacion y coaglutinacién, aglutinacion enxatigacion del complemento, Elisa, 2-
mercaptoetanol, hemoaglutinacion indirecta, prémgpdn en gel o inmunodifusion,
neumotest. (11,41).

1.6.5 Aglutinaciéon y Coaglutinacion

Son métodos simples rapidos o lentos, para laifaeaion y serotipado de las cepas de
App. Existen 3 variantes Utiles para la aglutinacita reaccion lenta en tubo, la
aglutinacion en tubo con 2- mercaptoetanol y lautatpicion rapida en portaobjetos.
(24). Los antisueros utilizados son producidos ar@ei la inmunizacion de conejos con
cada una de los serotipos (siguiendo protocolosreraionales). Con el antisuero
obtenido se practican diluciones seriadas, que ezclan con el antigeno a partes
iguales. El resultado de la aglutinacion se detaainpior inspeccién visual a diferencia
de otro sistema. En la Fig. No. 9. observamos wnealya con un suero positivo y uno
negativo.

Fig. No. 9. Fotografia de una prueba de aglutimadil).
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1.6.6 Aglutinacion en latex.

Fue descrita inicialmente para la diferenciacionlae serotipos 1, 2, 3, 5y 9.
Inicialmente generaba multiples reacciones cruzgoa® al realizarse modificaciones
en la técnica ensayadas con los serotipos 1 y %hase podido eliminar estos
inconvenientes. Es un proceso laborioso y comp{2j.24,31)

1.6.7 Fijacion del complemento.

Originalmente fue concebida como un método de deteade especie transformado,
después, como una prueba para determinar espawfita serotipo. Este ensayo se
basa en la deteccion de antigenos especificoccpdeauno de los 12 serotipos, el cual
se hace reaccionar con el suero problema. Loseatégson separados por sonicacion
de una suspension de bacterias, recogiendo elrsataete. Ademas de los antigenos de
App, requerimos la presencia del complemento, sbevino fetal y el suero problema,
los cuales son incubados durante la noche pargalioh del complemento. A la
mafana siguiente se deben afadir los glébulos. oolsis de éstos, por la accion del
complemento y el suero bovino, es el indicadorésliitado de esta prueba. Cuando es
encontrado en el suero porcino anticuerpos espesifdel serotipo frente al antigeno
interaccionaran con él y se unirdn al complemeB&io se encargarda de agotar el
complemento presente evitando asi la lisis de lobuips rojos en el sistema de
reaccion. Por lo cual existird una reaccion inveesfie la presencia de anticuerpos
frente a App vy el lisado de las células rojas. ij@cidn del complemento tiene una
sensibilidad del 90.6% y una especificidad de 98p& esto es inmunolégicamente
mas especifica que la prueba de hemaglutinaciéireatd, porque es capaz de
diferenciar entre App iHaemophilugparasuissin embargo su validez para el serotipado
es cuestionada; ademas la frecuencia de falsogivegaes elevada. El proceso de
realizacion de esta prueba es laborioso y compjejgue requiere un elevado grado de
estandarizacion para su éxito y con inconvenig@tascos que lo implican.(23,24,31)

En la Fig. No.10. podemos observar una microptawa la prueba ya realizada, en
donde se ven glébulos rojos sedimentados es ptaqueeba fue negativa, donde no se
observa esto quiere decir que fue positiva

Fig. No. 10. Prueba de fijacién al complementd).(4

22



1.6.8 Elisa.

La utilizacion de ELISA en el serotipado de App.eForopuesto inicialmente por
Nicolet et.al., como alternativa a la fijacion d@dmplemento. Todos los intentos
posteriores de optimizar los métodos ELISA se temtrado en la purificacion de un
antigeno especifico de serotipo, lo que ha siddbjgodasta la fecha. Primero se
adaptaron los protocolos con el serotipo 5, qupraesento dificultades porque tanto los
polisacaridos capsulares, como el LPS y las pragedle membrana externa resultaron
ser antigenos especificos de ese serotipo. Retiente se han descrito como
antigenos, especificos de este serotipo los LR&Adkna larga. Actualmente, se dispone
de sistemas basados en monoclonales especifi@gigenos del serotipo 5. (23,31)

Después del serotipo 5, fue estudiado el 1, peastescaso los resultados obtenidos no
han sido satisfactorios los polisacaridos capssiladel serotipo 1 reaccionaron
cruzadamente con antisueros de los serotipos 9 & idual que ocurre con los LPS de
cadena larga de la membrana. Esta reaccion cruezdda los serotipos 1, 9 y 11 fue
demostrada también por Rodriguez Barbosa, et.akdiante la produccion de
anticuerpos monoclonales que sefialaron la presatei&pitopos comunes en el
LPS(24). De igual forma se han demostrado repetdéarias reacciones cruzadas entre
los serotipos 4, 7 YActinobacilluslignieresi El andlisis de cepas muestra que con
frecuencia, son clasificadas errbneamente las cepasn serotipo determinado en
funcion del tipo de ELISA utilizado. Asi, si el ERA detecta al antigeno capsular, se
puede clasificar en un serotipo diferente al queesponderia si el ELISA se basara en
la reaccion del LPS. Esto se ha demostrado condreia en los serotipos 1,4y 7;y se
ha propuesta la utilizacion de Inmunoblot para wderestos efectos adversos. La
sensibilidad de esta prueba es de 99.7% vy la déspedamil de 90.6%. (11, 23, 24, 31).

La Fig. No. 11., nos muestra todo lo mencionaderaarmente para la realizacion de la
prueba de ELISA.

Fig. No. 11. fotografia que muestra una pruebald8A (41).

1.6.9 Inmunofluorescencia Indirecta.

Esté método fue utilizado en 1981, por Rodendall.et. para la identificacion y

serotipado de App. Es un procedimiento rapido Vil fde realizar, pero presenta
numerosos inconvenientes. Se han detectado reascinzadas del serotipo 6 con
todos los demas; asi como entre los serotipos 4lgs7serotipos 4 y 5. Ademas este
método no sirve para detectar el serotipo 1; yotasu especificidad como su
sensibilidad son muy bajas. (11).
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1.6.10 Precipitacion en gel o inmunodifusion.

Se basa en la difusion de los antigenos y los wampos en un gel de agar, con la
consiguiente precipitacién visible a la formaci@ abmplejos (por accion de ambos).
Las ventajas de este método son la sencillez,qudepuede ser utilizado tanto para la
deteccion de antigenos como de anticuerpos y quaitpela identificacion y el

serotipado. Sus desventajas son, la lentitud, pegsiere un periodo de incubacion
prolongado. Ademés resulta dificil la interpretacite las bandas de precipitacion.(31).

1.6.11 Hemaglutinacion indirecta.

Es una prueba mas que detecta anticuerpos en gugre ha sido utilizada durante
muchos afios como método de deteccion bacteriaimaer®rfue utilizada por Nielsen y
posteriormente por Mittal, los cuales perfeccionagl método general de Herbert para
su aplicacién con Actinobacillus pleuropneumondetectando anticuerpos especificos
de serotipo. La técnica comienza con la suspend@ras células bacterianas en
solucion salina durante la noche, centrifugado wespy la recoleccion del
sobrenadante. El extracto salino obtenido se incuaahora en presencia de glébulos
rojos de oveja, para que los antigenos bacteriaaasbsorban a la superficie de las
células. Una vez preparadas se tapiza con ellagldaas de microtitulacion y en los
pocillos se afiaden diluciones seriadas del sua®réacciones positivas se manifiestan
como un sedimento plano y las negativas como udnbent el centro del pocillo (Fig.
No. 12). El titulo de hemaglutinacion es reciprada dilucion mas alta del suero que
resultd positiva a la reaccion. Nielsen ha demdstigue existe reaccién cruzada entre
los serotipos 6 y 8; aunque distingue entre lostigp@s 4 y 7, lo que otros métodos no
consiguen. También es posible diferenciar entresédostipos 9 y 11, mientras que en el
grupos 3, 6 y 8 pueden discriminarse los dos pomeSin embargo se presentan
reacciones cruzadas con Haemophilus parasuis,opqué la técnica es claramente
cuestionable. De cualquier forma la hemaglutinad¢ialirecta, es la técnica preferida
por la mayoria por la sensibilidad y especificiddd,, 23, 24, 31)

Fig. No. 12. Hemaglutinacion directa. (41).

Algunos de los métodos antes mencionados se bastm deteccion de anticuerpos
contra cada uno de los antigenos presentes eretdes; con el fin de determinar el
estado inmune de la granja y diferenciar aqueldas que fueron vacunados de los
infectados.
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En México a partir de 1976, se observaron viokeefgizootias de neumonia en granjas
porcicolas del bajio y del estado de Tlaxcala. €st® caracterizan por la elevada
morbilidad (80-90%) y mortalidad (10-30%), que iaimente afecto a los cerdos
adultos y con el tiempo se fue quedando como ueadidn enzodtica de los lechones.
La enfermedad no respondio al tratamiento usualacibidticos ni con inmunizantes
usuales a base de pasteurelas, estreptococoselmmierias y salmonelas. (24).

Debido a esto el Dr. Carlos Pijoan y colaboraddessarrollaron un Kit de diagnéstico
serologico denominado PLEUROTEST, conocido hoydencomo NEUMOTEST.
(24, 27). Pleurotest/Neumotest consiste en un mét@oido que no requiere equipo de
laboratorio, se realiza en unos cuantos minut@®Ily requiere de unos pocos mililitros
de suero del animal a estudiar, por lo tanto noesesita de personal clasificado. (11).
El método rapido es un ensayo de diagndstico sgonigor medio de una prueba de
aglutinacion directa en placa que ofrece la Unm@artonidad de distinguir directamente
en la propia granja porcicola si un cerdo ha sidfecitado conActinobacillus
pleuropneumoniagle campo y por tanto es portador de pleuroneumcoisagiosa
porcina o si el cerdo esta sano esté o no vacwuadm PCP.(24)

Pleurotest/Neumotest es una prueba de aglutinaesigolaca destinada para identificar
directamente los anticuerpos capsulareAaaobacilluspleuropneumoniaeontenidos

en el suero del cerdo de cualquier edad. Pleufid@smnotest — pap esta disefiado para
en diagnéstican vitro. Este método tiene una sensibilidad del 86% yaspecificidad
del 97%. (24)

1.7 Tratamiento y Prevencién

Cuando se presenta un brote lo primordial es meama severidad del cuadro clinico,
prevenir la diseminacion y evitar la recurrencialdeenfermedad. Se requiere una
aplicacion agresiva y a tiempo de antibioticos f@gmentemente basados en un
antibiograma): Primero inyectar a todos los anisielgfermos como los susceptibles de
enfermar, después realizar limpieza y desinfeceidraustiva de las areas involucradas.
(39).App es particularmente susceptilblevitro a penicilina. Ampicilina, cloranfenicol,
cefalosporina, tetraciclinas, sulfonamida, clotwla y gentamicina . (33).

Opciones inyectables:

Lapigen 50, Lapigen 100, Sulfatropin, Ampipen, ddmox, Estreptopen, Kanamix,
Primecin, Minoxel 4 grs. y Minoxel plus. De acueralda severidad del caso podran
combinarse algunos de los productos mencionadasgiéener mejor respuesta. (39)

Es importante que ademas del antibidtico, paranebtena mejor respuesta, aplicar

desinflamatorio- antipirético- antihistaminico nsfezoidal (Flunidil) o al menos un
analgésico antipirético (Lapirona). (39)
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Opciones via oral:

Sulfatropin, Primecin soluble y Kitakron 1000, edcrante 3 a 5 dias. Flortec Premix,
premezcla Tiaprem, Neumo 200, Neumoclor 200, PimBeemix, Kitox, etc. solos o
en combinaciones durante 10 — 15 dias. (39).

1.7.1 Vacunacion.

S e ha venido insistiendo repetidamente que lanadn es un recurso importante y la
disponibilidad de una vacuna eficaz contribuira cisleamente al control de la
enfermedad. A lo largo de los Ultimos afios se haermentado gran diversidad de
combinaciones entre las que las toxinas Apx,destrado la mayor atencién. Muchos
de estos productos proporcionan altos niveles tleuagnpos en los animales vacunados,
gue sobreviven a la infeccidn. Pese a todo, emdetipa aun se carece de un producto
que proteja frente a la enfermedad aguda y previengandicion de portador crénico y
eliminador de App.

En México se utilizan los siguientes productos cmiaées en contra de la PCP. Aqui
(Tabla No.12.), se muestran las vacunas simplézsadtas en contra de App en México,
donde se destacan los serotipos 1, 5, y 7 pooseld mayor incidencia en México.

Tabla No.12.Vacunas Simples. (7,11).

Nombre comercial formula Via de administracion

Actinobac.
Laboratorio HALVET

Cultivos inactivados de
App serotipos I, Il, Vy VI
+ adyuvante

I.M. (intramuscular)

Suvaxy respifend App
Laboratorio SOLVAY

Cultivos inactivados de
App serotipos 1,5y 7 +
Adyuvante

[.M.

En la Tabla No.13., podemos apreciar las vacung@asiue se utilizan en México para
App, en donde se destaca la combinacionRasteurelllamultocidaA y D por ser un
agente inmunosupresor, el cual se inutiliza pararécer la entrada de App.(6).

Tabla No. 13.Vacunas mixtas. (7, 11).

Nombre comercial formula Via de Administracion

Bacterina triple porcina | Cultivos inactivados de :
BHP. Caldo Laboratorio Bordetella b

PECUARIUS. Pasteurella multocid® y [.M.

D
Appserotipo 1y V
+ Al(OH)3
Haemo- shield P, PIER. Cultivos inactivados de :
Appserotipos 1,5y 7. [.M.

Pasteurella multocid® y

D
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1.8 Control de la Enfermedad.

Si los tratamientos de prevencion vy control resultan efectivos, convirtiéndose la
enfermedad en un fendmeno incontrolable de tipmico) la solucion debe ser la
despoblacion total, la aplicacion de todas las dedlide bioseguridad y correctivos
necesarios para luego repoblar. Por alto que seapoieda ver el costo de esta medida
extrema de manera individual, al tomar en cuenta &l sistema, es la mas barata y
efectiva. (24) Una vez la infeccion se ha estabtiteein la granja, es dificil de erradicar
el agente infeccioso, aunque la granja esté ctireoée normal.

Control de factores ambientales

- Evitar baja temperatura y baja humedad asi coaso fluctuaciones rapidas de
temperatura.

- Reducir el numero de microorganismos en el agleuhizando desinfectantes en el
aire.

- Mantener una buena ventilacion y flujo de airkeode con la finalidad de conseguir
un ambiente en el que los cerdos estén calieress y sin corrientes de aire.

Manejo de los animales:

-Aumentar los niveles de Vitamina E 50 -100 gramimselada de pienso.

-Suministrar abundante agua.

-No mezclar animales de diferentes procedenciadanles en los engordes siendo muy
importante evitar mezclas de animales conocidoslianee las pertinentes
determinaciones seroldgicas o microbiolégicas) cportadores y no portadores.
-Utilizar el sistema todo dentro - todo fuera derfa estricta. Adaptar las explotaciones
a manejos en bandas a 3 semanas en funcion dpda@mcia econémica de la
enfermedad.

Inyectar todos los animales durante dos dias al icib de la enfermedad.

- Realizar medicaciones estratégicas con antilo®t@ntes y después de la época normal
de expresion clinica. Considerar las medicaciosratégicas como rutina dentro de los
primeros 8 dias después de introducirlos animales el engorde.

- Considerar lavacunacion de reproductoras y engordelurante una primera fase de
dos afios cuando una explotacion se infecta porepaivez. (31). No obstante veamos
la afirmacion siguiente porque econémicamente nalolgde puede tomar la desicion de
convivir con la enfermedad:

“En el caso de la pleuroneumonia porcina, lo proness tomar una desicion de base: se
requiere eliminar la infecciébn o simplemente reddms problemas y convivir con la
infeccion. Los dos objetivos pueden ser validogeddiendo los gastos y el tipo de
explotacion. Obviamente, en el caso de los reptodes del pico de la piramide y de
los multiplicadores es indispensable una elimimaadite la infeccion y un control
estricto para evitar toda posible fuente de comtanién. Para ello, se debe utilizar la
serologia para evitar cualquier entrada de animafestados. En granjas comerciales
con signos clinicos agudos, es probablemente nmigbte controlar la mortalidad y
vivir con la infeccion. Para ello la vacunacioria@setodologia mas rentable”.
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2.0 JUSTIFICACION.

Si la pleuroneumonia contagiosa porcina es unaraafiad devastadora con un fuerte
impacto econémico en la poblacion porcicola y aedé los factores de virulencia de
Actinobacilluspleuropneumoniase encuentran las toxinas Apx. Si se logra ideatif
dicha toxina mediante un método electroforéticguse, confiable, se podran formular
vacunas con alta especificidad que contrarrestdar@ producido por esta bacteria en

la poblacion porcina.
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3.0 HIPOTESIS

El Actinobacilluspleuropneumoniaess una bacteria que tiene presente en su estuctur
toxinas, las cuales mediante el cultivo de ladrétse pueden extraer, y con la ayuda
de liofilizacién y filtracién tangencial se conten a los sobrenadantes que contienen
dichas toxinas; entonces con ayuda de una elemtgi$opodemos caracterizar cada una
de las toxinas presentes, para los serotipossly 3,
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4.0 OBJETIVOS

4.1 Objetivo general:

Caracterizar toxinas d@ctinobacillus pleuropneumoniae serotipos 1, 3, 5y 7 de
sobrenadantes por método electroforético.

4.2 Objetivos particulares:

Extraer toxinas Apx |, Il y lll déctinobacillus pleuropneumoniae.

» Realizar liofilizacion vy filtracion tangencial paenriquecer los sobrenadantes
gue contienen las toxinas Apx |, 11 y Il @e&tinobacillus pleuropneumoniae.

= Elaborar una curva patrén de proteinas y cuantifisgproteinas de las muestras
por el método de Bradford.

= Utilizar geles de poliacrilamida para realizar @iramiento electroforético como
método de separacion de proteinas.

= Analizar las bandas obtenidas en comparacién comnagicador de peso
molecular.
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5.0 MATERIAL Y METODOS.
5.1 Lista de Reactivos.

Formaldehido

Soln. Amortiguadora de fosofatos (PBS).
Colorante Azul de Coomasie G-250
Soln. Estandar de albumina

Agua desionizada Reactivo de Bradford
Tris-HCI pH 6.8

Tris-HCI pH 8.8

Dodecil sulfato de sodio (SDS)
Acrilamida- Bis

Persulfato de Amonio 10%

TEMED

Soln. Digestora

Azul de Bromofenol

Glicina

Glicerol

Nitrato de plata

Acido sulfarico

Marcador de peso molecular

5.2 Material Biolégico
Cepas de camplpp.

Agar BHI

Agar PPLO

Skim milk
Staphylococcuaureus
Extracto de levadura al 20%
Sangre de cordero

5.3 Equipos

Centrifuga

Equipo para filtracion Tangencial con membrana@# KDa
Liofilizadora

Estufa

Bafio maria con agitacion

Millipor filtros pellican

Espectrofotometro

Camara para electroféresis
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5.4 Cepa bacteriana.

Se utilizaron los serotipos 1, 3, 5y 7 Agtinobacilluspleuropneumoniaprovenientes
de cepas de campo para la produccién de sobreeadamtiquecidos con exotoxinas
Apx que fueron inactivados con formaldehido.

5.4.1 Obtencion de la semilla.

Cultivo de los serotipos 1, 3, 5 y 7 detinobacillus pleuropneumoniaePara su
conservacion las cepas bacterianas se mantuviargiales con caldo infusion cerebro
corazén (BHI) adicionado con Skim milk al 15% enariocontenedor con nitrégeno
liquido a —196°C, después de descongelar a tempar@mnbiente, las cepas bacterianas
se sembraron en agar infusiébn cerebro corazén canestria de cepa nodriza de
Staphylococcusureus que proporciono el NAD necesario para su desarrgl se
incubaron a 37°C durante 24 hrs.

5.4.2 Obtencion de sobrenadantes ricos en toxias

Del crecimiento inicial se tomaron varias colorgqag se sembraron para su crecimiento
masivo en agar PPLO adicionado con extracto dedigaaal 20%. Este crecimiento
masivo se utiliz6 para inocular 250 ml de caldo Bddlicionado con extracto de
levadura al 20%. Se incubo a 37°C, con agitacidm leafio de agua durante 24 hrs. Con
este crecimiento se inoculo un garrafén de 10dlile caldo BHI con extracto de
levadura al 20% el cual se incubo a 37°C, durabtiectas para evitar la destruccién de
las toxinas Apx por la accion de las proteasas.

5.5 Inactivacion con formaldehido.

Al crecimiento de 12 hrs. Se le adicion6 formaldehhasta obtener una concentracion
final de 0.5% esto se llevo a temperatura ambiente.

5.6 Filtracion.

a) Se elimind la biomasa por centrifugacion a 5000 miunante 30 minutos,
conservando el sobrenadante.

b) La filtracion del sobrenadante se realiz6 con umanbrana de 0.2Rm para
tratar de eliminar los restos de cuerpo bacteriano.

c) Filtraciébn de flujo tangencial con membrana de ¥fa. En la filtracidon
tangencial el flujo del fluido no se dirige en famdirecta contra el filtro, se
dirige de manera tangencial, evitando que el fike sature y permitiendo
ademas tener un proceso alterno de concentraciquipte de filtracion
tangencial milliporeffiltros pellicon).
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Después de la filtracion de flujo tangencial el reoladante quedo dividido en dos
fracciones, un sobrenadante retenido que contsvmtdéculas de un peso mayor a 100
KDa en donde se encuentran las toxinas Apx. Cpgs®s moleculares son de 103
KDa para Apx |, 105KDa para Apx Il y 120 KDa parg@»Alll y un sobrenadante
perneado que contiene las moléculas con un pesorpue fue utilizado solo como
control en posteriores procedimientos.

5.7 Concentracion por liofilizacion.

El sobrenadante retenido se sometio a liofilizagéra concentrar las toxinas Apx. Se
liofilizaron 100 ml de sobrenadante retenido eracsetotipo bacteriano resuspendiendo
el polvo obtenido en 10 ml de solucion amortiguadte fosfatos (PBS).

5.8 Determinacién de proteinas por el método deliird.

El método de Bradford es una prueba rapida y bestensible para la cuantificacion

de proteinas. Esta basada en la observacion del gorante azul de Coomasie G-250
existe en dos formas coloridas diferentes, rojayl.d.a forma roja es convertida en

azul tras | union del colorante a proteinas. El glejp proteina- colorante tiene un

elevado coeficiente de extincion lo que lleva grian sensibilidad en la determinacién
de proteinas. La union del colorante a la protedsaun proceso muy rapido,

aproximadamente 2 minutos, y el complejo colorgmt#eina permanece estable en
solucion por un tiempo relativamente largo, apr@damente 60 minutos, lo que hace
de la técnica un procedimiento rapido y que noisrqude un tiempo critico para su
medicion (3,5).

Para la determinacion de proteinas por el métod8rdéford se preparo una curva de
calibracion utilizando los reactivos en las cardgtaque se incluyen en la tabla No. 14.

Tabla No. 14 Curva de calibracién para la deterniémade proteinas por el método de
Bradford

TUBO 0 1 2 3 4 5 6

Solucién estandar de albumina
0.01% en microlitros -- 10 20 | 40 | 60 | 80 | 100

Agua desionizada en microlitras
100| 90 | 80 | 60 | 40 | 20 | --

Reactivo de Bradford en

microlitros 1000| 1000 | 1000|1000| 1000| 1000| 1000
Concentracion de proteinas
pg/mi 0 1 2 4 6 8 10
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Para los problemas se utilizaron 1flade sobrenadante y se le adicionaron j0@@!
reactivo de Bradford.

A continuacion los tubos se dejaron en reposonterd0 minutos a temperatura
ambiente y se midid su absorbancia a 595 nm.

5.9 Electroforesis en gel de poliacrilamida.

La electroforesis es un método analitico-semipapar, en el que se prepara
biomoléculas (32), en dependencia entre otros e€tde su carga y bajo la accién de
un campo eléctrico. Estas particulas migran hati@dtodo o anodo (eléctrodos
negativo y positivo), dependiendo de una combimad@su carga, peso molecular, (42)
la poliacrilamida es un soporte empleado frecueetgenen electroforesis en gel, es
quimicamente inerte, de propiedades uniformes,apazcde ser preparado de forma
rapida y reproducible.

5.9.1 Preparacion del gel de poliacrilamida.

»= Preparaciéon de un gel tapon.

» Preparacion del gel de separacion (la mezcla $® vapidamente a la camara
de electroforesis guardando una pequefia cantidadopaervar el momento de
la polimerizacion), se agrego el alcohol isoprapilsobre el gel y se retiro
cuando ocurrid la polimerizacién, se enjuag6 camagdgesionizada para eliminar
el exceso de alcohol y se seco con papel filtrqgdElde separacion se preparo a
una concentracion de 10%.

» Preparacion del gel de condensacion (se adiciomii s gel de separacion con
cuidado y rapidez, guardando una pequefa cantidedgbservar el momento
de la polimerizacion), se coloco el peine el cualrstiré cuando el gel se
polimerizo.

Los geles tapon, de separaciéon y de condensaciprepararon de acuerdo a la Tabla
No. 15.

Tabla No. 15. Preparacion de geles de poliacrilar®BS. La concentracion del gel de
separacion se selecciona en base al tamafio deidamléculas que se quieren
identificar.Se utilizé una concentracion del 10%.

Gel tapon Gel de separacion Gel de condensacion
12% 10% 7.5% 5.0%
Agua destilada (ml) --1 3.35 4.05 4.85 5.68 |6.1
Tris-HCL, pH 88 (ml) 1.0 250 250 2.50 2.50 |---
Tris-HCL, pH 6.8 (ml) - | = - -~ -~ |25
SDS 10%yl) 100 100 100 100 100 [100

Acrilamida-Bis (ml) 20 40 33 25 167|13
Persulfato de amonio
10% (ul) 50 50 50 50 50 |50

TEMED (ul) 5 S S 5 5 |5
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5.9.2 Preparacion de las muestras para electrafisre

Las muestras de los sobrenadantes liofilizadosyspendidos de los serotipos 1, 3,5y
7 de App se diluyeron 1:4 con solucion digestosa yolocaron en ebullicion durante 4
minutos.

5.9.3 Corrimiento electroforético.

Se colocaron 2§l de las muestras diluidas en los pozos formadad gel, ademas de
las muestras se corrié en un pozo un marcadorstemelecular .La corriente se fij6 a
100 V y se trabajé a temperatura ambiente hastalgc@orante de referencia (azul de
Bromofenol) llegd al extremo final del gel de conento.

5.9.4 Tincion de proteinas en el gel de poliacri@enSDS.

Se separé el gel del vidrio y la placa que sirviecomo molde para formarlo y se

sumergio en solucion tefiidora de 1 a 24 horas.

Después del tiempo requerido para la tincion delateinas, el gel fue sumergido en la
solucion destefiidora |, 2 horas con agitacion éigeor ultimo el gel se transfirio a la

solucion destefidora L.

5.9.5 Tincion con nitrato de plata.

1. Fijacion 20 minutos

Solucién fijadora:
Metanol 200 ml 50%
Acido acético 40 ml 10%
Fijador concentrado 40 ml 10%
Agua desionizada 120 ml 30%

2. Enjuagué 20 minutos

-Decantar solucion fijadora.

-Enjuagar los geles con 400 ml de agua desionigdenin.) con leve agitacion.
-Decantar el agua.

-Reemplazar con agua desionizada para enjuagani(ip

-Decantar el agua de lavado.

3. Tincién y revelacion (20 minutos)
Solucién destefiidora prepararse 5 minutos antesildarse

35 ml. De agua desionizada
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5 ml. De solucién de plata
5 ml. De solucién moderadora de reduccion
5 ml. De reactivo desarrollador de imagen

Inmediatamente antes de usar afiadir rApidamentd 86 solucién aceleradora.
Afadir el contenido al recipiente de tincion tefon leve agitacion.

Tefir los geles 20 minutos o hasta que se alcanicednsidad de tincion deseada.
Después de la tincion deseada colocar los gelésidn acético al 5% para detener
la reaccion (aprox. 15 minutos).
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6.0 RESULTADOS

6.1 Determinacion de proteinas por el método dedfgnal.

Se llevé a cabo la preparacion de una curva deraaldn mediante la cual se cuantificd
la concentracion de proteinas que se obtuvo deolaenadantes de los cultivos de los
serotipos 1, 3, 5y 7 déctinobacilluspleuropneumoniaekEn la Fig. No. 13 se observa

los tubos preparados para la curva de calibracion.

Fig. No. 13. Sistemas de la curva de calibracién.

LT

Las muestras se diluyeron 1:400 para que los eslde sus absorbancias quedaran
dentro de la curva de calibracion. Los resultadedad absorbancias de la curva de
calibracion y las muestras problema se incluyela siguiente Tabla No.15.

Tabla. No.15.Absorbancias registradas para la aewealibracion y la muestras de
toxinas Apx..

REPETICIONES Promedio D estandar
A B C
Tubo curva de calibracion
1 0.009 0.009 0.009 0.009 0.004
2 0.018 0.019 0.019 0.019 0.005
3 0.037 0.043 0.041 0.040 0.003
4 0.080 0.075 0.081 0.078 0.003
5 0.129 0.136 0.134 0.133 0.003
6 0.144 0.153 0.150 0.149 0.004
Sobrenadante serotipo
App 1 0.086 0.096 0.091 0.007
App 2 0.103 0.111 0.107 0.005
App 3 0.091 0.122 0.106 0.021
App 4 0.116 0.130 0.123 0.009
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La absorbancia de las muestras se midié a 595nm.

Fig. No. 14 Gréfico correspondiente a la curvaaracion.

y = 0.0167x - 0.0145
R? =0.9739

absorbancia
o
o
oo
|

0 I I I I I 1
0 2 4 6 8 10 12

concentracion (mg/ml)

Con los datos y el grafico obtenido fue posibleedatnar la concentracion de proteinas
en los sobrenadantes de las muestras de App5%, 3, Los resultados se muestran en
la tabla No. 16.

Tabla No.16. Concentracion de toxinas Apx.

SOBRENADANTE CONCENTRACION DE PROTEINAS
1 6.018 mg/ml
3 7.036 mg/ml
5 6.317 mg/ml
7 7.817 mg/ml

6.2 Electroforesis en gel de poliacrilamida.

Se realizé un corrimiento electroforético paradobrenadantes de App. 1, 3,5y 7. el
cual fue tefiido con Azul de coomasie. El gel olstersie muestra en la Fig. No. 15.
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Fig. No. 15. Gel con tincion azul de Coomasie.

Marcador de peso
molecular de 100KDa.

Marcador  Appl App2 AppSApp7

Con ayuda de la electroforesis en gel de polianrda-SDS fue posible identificar
bandas cerca del marcador de 100 KDa para tode®byenadantes.

Se realizé también una tincién con nitrato de plaig. No. 16), con el cual se reiteré la
presencia de proteinas Apx.

Fig. No. 16. Tincion con nitrato de plata.

Marcador de peso
molecular de 100KDa.

Marcador  Appl App2 App5 App7
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7.0 Discusioén

El Actinobacilluspleuropneumonia@s una bacteria que tiene entre otros factores de
virulencia toxinas Apx I, Il y Ill, como se salfigncionalmente son porinas, ya que
producen poros en las membranas celulares, pringpdée de macréfagos y neutréfilos
provocandoles la muerte por ello la bacteria tiangvidad citotdéxica y hemolitica;
dichas toxinas por ser endotoxinas se pueden @b los sobrenadantes de los
cultivos de las cepas bacterianas que las prodpoetp que se puede esperar encontrar
las 3 toxinas al utilizar el serotipo 1 ( produdale toxinas Apx |y 1), 3 ( productor de
toxinas Apx Il y 1ll), 5 (productor de toxinas Apxy Il) y 7 (productor de toxina Apx
II).De acuerdo al crecimiento de la bacteria estaedser inactivada a las 12 horas, para
evitar la degradacion de la toxina.

Este método de cultivo de la bacteria ha sidozatillo en otros experimentos y se ha
encontrado que es una buena técnica para obtenantiglad de toxina suficiente para
ser utilizada en las pruebas que se requiera.

La finalidad de la filtracion de flujo tangenciak déa de eliminar todas aquellas
moléculas cuyo peso molecular sea menor a 100 Kamgervar solo aquellas con un
peso molecular mayor a 100 KDa ; en donde esperamoentrar las toxinas Apx |
(PM. 105 KDa), Apx Il (PM 103 KDa) y Apx Ill (PM TKDa).

En la Fig. No. 17 podemos observar como se lleeabm la filtracion, la flecha mas
grande indica la direccion del flujo del fluidot@®vita la saturacion de la membrana
ya que las particulas de mayor tamafio son arrastqaat el flujo evitando acumularse
en la superficie del filtro, las flechas pequefratidcan como las moléculas de menor
tamano atraviesan la membrana para poder seeotg@dés; se tiene reportes de que la
filtracion tangencial es utilizada en un sin fin eéeerimentos dentro de la industria
quimica.

Fig. No. 17 filtracion Tangencial.

La liofilizacion permitié concentrar los sobrenats ya que partimos de un volumen
inicial de 100 ml., el material liofilizado se regpendié en un volumen final de 10 ml.
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La determinacién de proteinas por el método defBrddfue utilizada para conocer la

concentracion de toxinas en los sobrenadantesyredtedo es sensible y rapido y nos
permite establecer de manera indirecta la cantdadoxinas Apx presentes en las
muestras (sobrenadantes). La concentracion deimasteeportada en la tabla nos
muestra que se encuentra una buena cantidad de tgxdon esto podemos tener una
buena separacion electroforética.

La electroféresis en gel de poliacrilamida; esmétodo analitico que permite separar
biomoléculas dependiendo de una combinacién deurgiag peso molecular se utilizé
para tratar de identificar proteinas con un pestecular cercano a los 100KDa.

Para llevar a cabo una electroforesis necesitaomsiccon tres geles. El gel tapon, gel

de separacion y el gel condensador. El primer'gilcking’) es de mayor poro (menor

porcentaje de acrilamida+bisacrilamida) y tienepithméas &cido que el segundo gel

que es el que realmente separa las proteinassiSstena es especialmente adecuado
para analizar muestras diluidas sin perder resmiuci

Los geles de poliacrilamida se forman por la petimacion de la acrilamida por accion
de un agente entrecruzador (‘cross-linking’), Is-darilamida en presencia de un
iniciador y un catalizador. Como iniciador se sueldizar TEMED (N,N,N,N'-
tetrametilnediamina) y como catalizador el ion pleto (SOg) que se afiade en forma
de persulfato de amonio.

La velocidad de polimerizacion viene determinada lpoconcentracion de persulfato

(catalizador) y TEMED (iniciador).La porosidad dgll la determina las proporciones
relativas de poliacrilamida y bis-acrilamida, siendhenor el poro cuanta mas

bisacrilamida vs. acrilamida se use. El porcentajal de acrilamida/bisacrilamida

determina el rango de separacion del gel. Habiteialenlos geles se denominan en
funcién del % de acrilamida/bisacrilamida que cemn. Asi, la mayoria de las

proteinas se separan bien en el rango 5 a 10%.ddomporcentaje (mayor tamafio de
poro) es mejor para separar proteinas de gran targareste caso se utilizo al

En funcién del estado de las proteinas (nativosmateiralizado) a lo largo del proceso
electroforético éstas se clasifican en electrofsresitivas o desnaturalizantes. Una
electroforesis desnaturalizante, la mas comun,aegue somete a las proteinas a
migracion asegurando la completa desnaturalizadidérdida de la estructura

tridimensional). En esta situacion la migraciémpesporcional a la carga y al tamafio de
la molécula pero no a su forma. El agente desriatamée mas empleado es el

dodecilsulfato de sodio o SDS, un detergente.

Las tinciones utilizadas para el gel de corrimigngron azul de coomasie y nitrato de
plata; esta ultima es un método muy sensible petscth bandas aunque haya poca
concentracion de la muestra, pero por ello es utodoéde tincion que requiere un
especial cuidado, ya que dentro de los riesgosgumrren es el de que todo el gel se
obscurezca y no poder apreciar nada; ambas nieEipermitieron identificar las
bandas marcadas por las toxinas Apx; las cuale®@peon cercanas al marcador de
peso molecular de 100 KDa para los 4 serotipogadibs. Esto nos hace pensar que en
los sobrenadantes estan presentes las toxinas, Apx Il y Apx IlI.
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Se han realizado estudios similares donde se fbamtias toxinas de App, uno de ellos
es el de Kamp y colaboradores (19), donde se aitiliz Western blot (es el paso que
sigue a partir de una electroforesis), para latifiescion de las toxinas y las comparan
con toxinas déctinobacillus suis.

Este tipo de estudios son de gran valor ya queusdem realizar investigaciones en

donde se purifiquen a las toxinas y se puedarzegghosible vacunas que sean de gran
utilidad y talvez se logre también a un bajo cqsta el comprador, y a si poder tener
un mejor control y prevencion de la enfermedad

Logrando con ello que la gente que se dedica alitdnpiorcino pueda tener mas

remuneraciones que pérdidas en sus granjas, pueslaclexiste un problema de
pleuroneumonia contagiosa porcina, son grande&gpérdconémicas para las granjas.
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8.0 CONCLUSONES

Después de realizar el presenta trabajo se llegal@msiguientes conclusiones:

= A partir de los sobrenadantes de App. serotipo3, B y 7 se obtuvieron las
toxinas Apx | se encontré en los serotipos 1 yeSta es una Proteina de 105
KDa. de peso molecular La cual es fuertemente héo®ly ligeramente
citotoxica, Apx Il tiene un peso molecular de 1BB®a. es ligeramente
hemolitica y ligeramente citotoxica se obtuvo de éwatro sobrenadantes (
serotipos 1, 3, 5y 7) y finalmente en los seraifby 3 encontramos a Apx lll,
proteina de un peso molecular de 120 KDa. La caadsrhemolitica pero es
fuertemente citotoxica.

= La utilizacion de electroféresis es un buen métado separacion para la
identificacion de las toxinas Apx.

= La pleuroneumonia contagiosa porcina (ocasionadaApp), es una de las
enfermedades respiratorias mas nocivas dentrosdgrémjas porcinas, ya que
tiene gran impacto por la alta mortalidad entre dognales, lo que ocasiona
grandes pérdidas econdmicas en la industria porcina

= Es de suma importancia identificar los diferentest§pos que se presentan
tanto en el pais como la region o estado, ya questtedependera realizar una
buena inmunizacién y buenos tratamientos, asi cooa@r tomar las mejores
mediadas de prevencion.

= Con el cultivo de Actinobacillus pleuropneumoniae y a partir de sus
sobrenadantes se pueden obtener las toxinas Apxgulales para concentrar
utilizamos métodos tales como la liofilizacion y fdtracion tangencial,
obteniendo buenos resultados.

= Con el conocimiento de las toxinas Apx, se pueeéatizar estudios en donde a
partir de estas, se puedan desarrollar, nuevoscaradntos o vacunas que
ayuden a la prevencion y el control de la pleuromaia contagiosa porcina.
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Anexos

Preparacion de soluciones utilizadas en la elentsis.

1) Amortiguador TRIS-HCI 0.5 M pH 6.8
TriSbase ..ccovvvvveviiiiiiiie e, 6.8 grs.

Agua desionizada...............cccceeeeeennnn. d0 m

Ajustar pH a 6.8 con HCI 1N

Llevar a 100 ml. Com agua desionizada, filtrarmatenar a 4°C.

2) Amortiguador TRIS-HCI 1.5 M pH 8.8
Trisbase......cccovvvvvvvviiiiieieee e 18.75grs.
Agua desionizada .............cccceeeeeennnnn. 80 ml
Ajustar pH a 8.8 con HCI 1N
Llevar a 150 ml con agua desionizada, filtrar yadenar a 4°C.
3) Acrilamida- Bis 30%
Acrilamida .......ccccceeiiiiiiiee e 29.2 grs.
Bis.acrilamida..........ccccceeeeiiiiiieiiiiiine. 0.8 grs.

Llevar a 100 ml con agua desionizada, filtrar yademar a 4°C . En oscuridad (maximo
30 dias)

4) Persulfato de amonio al 10%
Persulfato de amonio........................ 0.1 grs.

Disolver en 1 ml. de agua desionizada

5) SDS 10%

Dodecil sulfato de sodio..................... 1.0.grs.
Llevar a 10 ml con agua desionizada
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6) Solucion amortiguadora de corrida pH 8.3

TriS- DASE.....uiiiiiiiiiiee e 4.5 grs.
GliCINA. ... 21.69rs.
SDS . 1.5grs.

Disolver en 300 ml. de agua desionizada, almaced&C. Calentar antes de usar si es
gue ocurre precipitacion. Diluir 60 ml. de estausmn en 240 ml. de agua desionizada
para un corrimiento.

7) Solucion digestora
TrisO5M pH8.6.....cooeeiiiiiiiiie 1.0 ml.

Glicerol.........coooviiiiie.....0.8 ml.

SDS 10%0..ccueiiiieieiii e 1.6 ml

2-b-mercaptoetanol..............cceeeeeiiiiiees 04 ml.
Azul de bromofenol............ccccceiiii 0.2 ml.
Agua desionizada...............euueeennnnnns s 4.0 ml.

8) Solucion tefidora
Azul de coomasie.........cccceeeiiiiiiieeeeeeenn. 2.0 grs.

Agua desionizada.................eevennnnnnn s 200 ml.

9) Solucion desteiiidora |
Metanol ..........cccoveeiiiiii e 50 ml.
Acido aCtiCO.......coeverereririieie e, 10 ml.
Aforar a 100 ml. con agua desionizada
10)Solucion destenidora Il
Acido aCEtiCo........ccveverereicriieie e, 7 ml.

Metanol........ccoooovvviiiiiieie e 5ml.
Aforar a 100 ml. con agua desionizada.
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