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Resumen

El objetivo del trabajo fue relacionar la presencia de Actinobacillus
pleuropneumoniae en tonsilas y pulmones de cerdo mediante el aislamiento de
dicho microorganismo. Las muestras analizadas se tomaron de una granja
ubicada en Nuevo Ledn donde se presenté un brote con signologia
caracteristica de Pleuroneumonia Contagiosa Porcina (PCP); se procedié a tomar
muestras de 50 animales en etapa de crecimiento. Se recolectaron los
pulmones y tonsilas de dichos animales para el aislamiento e identificacion de
Actinobacillus pleuropneumoniae (App) a partir de  sitios con lesiones
caracteristicas producidas por este microorganismo. Este tejido se sembré en
medios de cultivo especiales para el crecimiento de Actinobacillus
pleuropneumoniae incubdndose por 24hrs a 37°C. Transcurrido este tiempo se
observaron las colonias presentes para identificar las caracteristicas
morfoldgicas propias de App, posteriormente se realizaron pruebas bioquimicas
que confirmaran el aislamiento de este microorganismo. Los resultados
mostraron la relaciéon existente entre el aislamiento de Actinobacillus
pleuropneumoniae en tonsilas y pulmones, si Actinobacillus pleuropneumoniae
se aisla de pulmones el microorganismo se va a encontrar también en tonsila,
pero si Actinobacillus pleuropneumoniae se aisla de tonsila no necesariamente
se encuentra en pulmones.



1. INTRODUCCION

1.1 La Pleuroneumonia Contagiosa Porcina.

En la actualidad, la insuficiencia de alimentos a nivel mundial a estado
obligando a los productores de cerdos a incrementar su produccidn para
poder cubrir esta demanda que esta aumentando. Los avances de la industria
porcina se pueden encontrar en cualquier renglon: nutricién instalaciones,
genética, manejo y diagndstico pero para el drea de sanidad (enfermedades),
continua siendo una gran limitante®.

Las enfermedades respiratorias del cerdo ocupan un lugar muy importante
dentro de los factores responsables de disminuir la productividad en la
industria porcina y con eso, mermar la rentabilidad del negocio pecuario®.

La Pleuroneumonia Porcina es causada por Actinobacillus pleuropneumoniae,
bacteria gram negativa antes conocida como Haemophilus pleuropneumoniae,
que aln es nombrado asi en algunas partes del mundo. Existen varios serotipos,
algunos mds virulentos que otros. La enfermedad se ftransmite por contacto
directo de cerdo a cerdo. La transmisién por aire puede ser importante, sobre
todo  cuando  existe  una  sobrepoblacién  de  cerdos'®%%*°.

La PCP (pleuroneumonia contagiosa porcina) es causado por A.
pleuropneumoniae, una enfermedad devastadora, causa grandes perdidas
econdmicas, debido a su alta mortalidad y a la pobre conversién alimenticia en
animales con infeccion crénica. Los cerdos con mayor susceptibilidad son las
piaras que van desde los 2 a 6 meses de edad™.

Actinobacillus pleuropneumoniae tiene una alta especificidad por el cerdo, al
parecer es ocasionada porque el cerdo en su epitelio de la mucosa respiratoria
(tonsila) posee receptores para las fimbrias citoadherentes, la bacteria se
adhiere a la mucosa y no puede ser removida, la vacunacion solo disminuye la
mortalidad, pero no previene la enfermedad. Ya que los cerdos pueden volverse
a infectar y presentar una infeccién subclinica o crénica®’ 183233,

La extrema virulencia de Actinobacillus pleuropneumoniae se debe a la
presencia de su cdpsula y a la produccién de citotoxinas y endotoxinas (toxinas



bacterianas liberadas cuando se rompe o muere la bacteria). Como las
bacterias se reproducen y mueren rdapidamente, las endotoxinas bacterianas se
liberan en el cerdo creando una endotoxemia  generalizada®.

La enfermedad se presenta en cualquier edad siendo mds frecuente en cerdos
de engorda entre los 25 y 85 Kg de peso. La incidencia es variable y no es muy
comun observar una frecuencia mayor al 50%. Sin tratamiento adecuado y a
tiempo la mortalidad es alta. La presentacidn crénica de la enfermedad, cerdos
que se enfermaron, se trataron y recuperaron no muestran signos clinicos. Sin
embargo pueden ser portadores del microorganismo y transmitirlo de hato a
hato. Esto se encuentra tipicamente con el hato reproductor y/o reemplazos
que se compran. Otra posible forma de transmision aidn no bien definida puede
ser por diferentes vehiculos como botas y neumdticos de camiones 7 81,

Es importante conocer acerca del comportamiento clinico de esta enfermedad,
bajo condiciones tfropicales, asi como también completar la informacion
referente a las caracteristicas bioquimicas, morfoldgicas y de cultivo de las
cepas aisladas, siendo un apoyo fundamental para el diagndstico bacterioldgico
confiable de la pleuroneumonia porcina®.

La PCP es una enfermedad fulminante. ataca en tan solo cuatro horas a una
piara completa y puede acabar hasta con un 90% de esta provocando seria
mermas en las producciones, retraso en el periodo de engorda, altos costos por
consumo de medicamentos y requerimiento de asistencia veterinaria. La
enfermedad puede variar desde un curso hiperagudo hasta el crénico, en donde
la lesion aguda caracteristica es una neumonia hemorrdgica necrosante,
asociada a una pleuritis fibrinosa, mientras que la lesién cronica se distingue
por un tejido pulmonar consolidado, infartado y encapsulado.

Actinobacillus  pleuropneumoniae fue identificado originalmente como
Haemophilus parahaemolyticus en 1978, después de su identificacion
bioquimica y sus caracteristicas de crecimiento entre cepas de origen porcino
y humano, Filian y col. Propusieron una cepa neotipo, Shope (4074), llamada
Haemophilus pleuropneumoniae®.

La dispersién de la bacteria es por via aérea y el contagio de los cerdos es por
contacto directo, lo que causa la muerte de animales de cualquier edad y
aquellos que sobreviven se convierten en portadores crénicos. La infeccion
propicia una enfermedad respiratoria cuya presentacion puede ser aguda o



cronica dependiendo de diferentes factores como: inmunidad de la piara,
vacunacién, medicacion y condiciones ambientales. La forma aguda de la
enfermedad se caracteriza por hemorragia extensiva y deposicién de fibrina
en los pulmones®

La inmunidad celular respiratoria es mejor estimulada por bacterias vivas en el
tracto respiratorio. Las defensas pulmonares tanto nativas normales como
adquiridas pueden ser abatidas por restos bacterianos inusualmente altos®.

Cabe mencionar que los lechones lactantes no son infectados por la
transferencia de anticuerpos en el calostro de su madre, (inmunidad pasiva), la
cual perdura hasta la 6™ ~ 8" semana de edad®®. Actinobacillus
pleuropneumoniae se encuentra en las tonsilas de las crias, en unos niveles muy
bajos, y es hasta el destete (4 - 12 semanas) que la enfermedad se presenta
con toda la historia clinica conocida al igual que los signos y sintomas clinicos®.

Son susceptibles los cerdos de cualquier edad, sin embargo, se presenta con
mayor frecuencia en animales de mds de tres meses de edad y hasta el peso
faena’. Los cerdos portadores, clinicamente sanos, representan la fuente mds
importante de infeccién, siendo en tonsilas el lugar de colonizacién™ 33

Por lo general, existe una mayor incidencia del problema después de la
movilizacién de los animales a los corrales de crecimiento o de engorda, por lo
que el factor stress juega un rol importante en cerdos infectados
subclinicamente,

La mortalidad en las engordas se eleva hasta 60% cuando se introduce el
agente etioldgico (Actinobacillus pleuropneumoniae). Esto no quiere decir que
este agente no cause enfermedad en otros cerdos como los de pie de cria o del
destete, sin embargo los problemas clinicos son todavia mas graves en la
engorda, estos aspectos han cambiado a través de los afios*

La virulencia de A. pleuropneumoniae es multifactorial, integrada por la suma
de distintos factores estructurales y secretados; entre los primeros se
incluyen componentes de la membrana externa, como el LPS, la cdpsula, las
fimbrias o las PME, mientras en los segundos se incluyen las toxinas 9876.



1.2 Agente Etioldgico.

La bacteria Actinobacillus pleuropneumoniae es el agente responsable de la
PCP y esta ampliamente distribuida en muchos paises: El agente etioldgico es
considerado hoy en dia como Actinobacillus pleuropneumoniae debido a los
estudios realizados sobre las bases fenotipicas y sobre el dcido
desoxirribunucleico (ADN) de estas bacterias, hicieron se transfiriera de la
especie  Haemophilus  pleuropneumoniae a la especie Actinobacillus
pleuropneumoniae biovariedad 1 es dependiente de nicotinamida adenina
dinucledtido (NAD) y la especie Pasteurella haemolytica like a la especie
Actinobacillus pleuropneumoniae 2 si no depende de NAD'.

La enfermedad fue reportada por primera vez por Pattison en 1957 en Estados
Unidos, del que siguieron reportes de Gran Bretafia y Argentina, a partir de
estd fecha, tanto el microorganismo como la enfermedad se ha identificado en
todo el mundo .En 1983 Pohl y col. Realizaron experimentos de hibridacion de
DNA con Haemophilus pleuropneumoniaey Haemophilus influenzae encontrando
que el porcentaje de hibridacién de DNA entre los genomas no mantenia
ninguna relacién. Sin embargo, basada en experimentos de hibridaciéon de DNA
y caracteristicas fenotipicas, Haemophilus pleuropneumoniae se mantuvo
relacionado con Actinobacillus lignieresii. Mds tarde, Pohl y col; propusieron a
Haemophilus pleuropneumoniae dentro del genero Actinobacillus  especie
pleuropneumoniae con dos biovariedades: Una biovariedad 1 factor V (NAD)
dependiente y una biovariedad 2 factor V independiente!8%°

La bacteria es Gram negativa y pleomorfica, generalmente se observa como un
bacilo corto, encapsulado, mide de 0.5 a 1.5 um de largo por 0.3um de ancho. Es
una bacteria carecente de flagelos y no produce esporas, sin embargo, posee
fimbrias citoadherentes'® %7,

Actinobacillus pleuropneumoniae es aerobio o anaerobio, una caracteristica
fundamental de este microorganismo es la dependencia de NAD, factor de
crecimiento conocido como V, el cual tiene la siguiente formula: C21H27N7014P2:
no requieren de hemina, conocido como factor de crecimiento X presente en
los medios enriquecidos con sangre!®#

Para los aislamientos primarios es importante que el NAD se lo proporcione in
situ otro microorganismo, mediante una estria sobre el cultivo sospechoso de



Actinobacillus pleuropneumoniae, dicho fendmeno se conoce como satelitismo.
Entre los microorganismos utilizados como cepas nodrizas se encuentran:
Staphylococcus aureus, Staphylococcus albus; Streptococcus faecalis
especies del genero Bacillus y especies del género Pseudomonas™.

El empleo de Sthaphylococcus aureus nos permite observar ademds de la
dependencia, el fendmeno de Christie; Atkins y Munich - Petersen (CAMP), en
donde la beta hemdlisis de la téxina - B del estafilococo actia en forma
sinérgica con la cohemolisina de Actinobacillus pleuropneumoniae sobre placas
de agar sangre’. Las colonias en agar Infusién Cerebro Corazén (BHI) con la
cepa hodriza, suelen ser muy pequefias (menores a un milimetro), blanquecinas,
brillantes y mucoides®.

La mayoria de las cepas de A. pleuropneumoniae se caracterizan por su
dependencia del factor V (nicotinamida adenina dinucleétido, NAD)
constituyendo el biotipo I, que es el principal; no obstante se han descrito
también otras capaces de crecer en su ausencia constituyendo el biotipo II, de
menor interés prdctico, aunque estas cuestiones han sido revisadas
recientemente y en la actualidad todas las cepas se integran en un biotipo
L'micol' 2,18.

Actinobacillus pleuropneumoniae crece bien a 37° C, preferiblemente en
presencia de CO; (5%), al menos en los cultivos iniciales. En 24 horas o menos
(en los subcultivos) produce colonias redondas, pequefias (1 mm de didmetro o
menos), lisas y brillantes o mates y de aspecto céreo, de color gris blanquecino
y olor caracteristico™®.

No se consideran microorganismos muy exigentes y crecen bien en distintos
tipos de medios de cultivo (suplementados con NAD) aunque los medios ricos en
glucosa, minerales y vitaminas, producen mejores crecimientos y estos son mds
rdpidos. Habitualmente se utiliza agar chocolate suplementado con B-NAD
(0.025-0.07%). Alternativamente se utilizan agar PPLO suplementado y agar
sangre (5% de sangre), inoculando una estria nodriza de Staphylococcus aureus
0 S. intermedius, que producen NAD y permiten un crecimiento satélite o
también conocido como efecto satelitismo®’.

Todas las cepas son hemoliticas en agar sangre, casi todas las cepas son de la
biovariedad que requieren NAD, pocas cepas son de la biovariedad 2 no



dependientes de NAD estas se conocian previamente como organismos tipo
Pasteurella haemolytica. Doce serotipos capsulares han sido descritos,
independientemente del método de serotipificacion puede ocurrir reaccion
cruzada entre serotipos®. El serotipo 8 puede cruzar con los serotipos 3y 6, el
serotipo 9 conel 1,el 7 conel 4y 5.

Actinobacillus pleuropneumoniae posee numerosas enzimas que le permiten un
metabolismo muy activo. Produce dcido de la glucosa (sin gas) y también (con
gas) del manitol, xilosa, ribosa y, algunas cepas, incluso de la lactosa. Ademds
poseen una potente ureasa, ay p galactosidasa, fosfatasa alcalina, reducen los
nitratos a nitritos y producen H,S. Desde el punto de vista de la diferenciacién
con otras especies, reviste especial importancia su capacidad hemolitica y el
que produzcan reaccién CAMP con exosustancias (p- toxina) de S. aureus”’.

1.3 Epidemiologia de la PCP

Por lo general afecta a cerdos entre 8-18 semanas de vida. Tanto la morbilidad
como la mortalidad pueden ser exacerbadas por la asociacion con la
enfermedad de Aujeszky y PRRS® %317,

Se considera, por regla general, que la incidencia de la pleuroneumonia porcina
estd ligada a variacién estacional, siendo normal observar expresiones clinicas
en épocas frias del afio. No obstante, algunos autores consideran que la
incidencia de la enfermedad se mantiene a lo largo de todo el afio’.

El cerdo es la U(nica especie que en forma natural es susceptible a
Actinobacillus pleuropneumoniae causandole una PCP sobreaguda, aguda y
cronica. La morbilidad se puede presentar hasta en un 100%, con una
mortalidad variable que se encuentra a nivel mundial y su incidencia varia de un 5 a 75%
en las diferentes explotaciones porcinas, la mortalidad se observa en cerdos de 4
semanas de edad'®?°.

Actinobacillus pleuropneumoniae se transmite por contacto directo, por medio
de aerosoles de un cerdo portador o enfermo a otro susceptible. Durante los
brotes de PCP agudos en la granja, la enfermedad se disemina de zahirda a
zahlrda, que se irradia desde ellas con una severidad e incidencia disminuida,
sugiriendo el papel del aerosol en la diseminacién de la enfermedad’*1218:26.



La infeccién se produce por aerosol o por contacto directo entre animal
enfermo y sano. En estudios de infeccion experimental se ha podido demostrar
que A. pleuropneumoniae coloniza las tonsilas y el epitelio alveolar. En el pulmon
el microorganismo es fagocitado rdpidamente por los macréfagos alveolares,
pero debido a la produccién de las toxinas ApxI, ApxII y ApxIII que tienen un
marcado efecto toxico para los macrofagos alveolares, la fagocitosis no actia
adecuadamente. Las toxinas también afectan a las células endoteliales de los
vasos capilares alveolares y sus efectos son los causantes de las lesiones
tipicas de esta enfermedad. En infecciones experimentales se han observado
lesiones pulmonares que comienzan a ser evidentes a las tres horas
postinfeccidn y contindan, después, de forma progresiva®’.

Los sintomas de estd enfermedad son jadeo y sangrado por la nariz, hasta
provocar la muerte del animal. Al practicarse la autopsia, se encuentra que el
90% del pulmén esta infartado. Cuando la bacteria a invadido a su huésped le
provoca bronconeumonia, muerte del tejido afectado (hecrosis) y pleuritis,
inflamacion en las membranas que recubren a los pulmones y la cavidad
tordcica. Los signos clinicos, la historia de la piara y las lesiones macroscépicas
son base para el diagndstico, sin embargo la identificacion completa del
microorganismo requiere el aislamiento bacteriano®?.

Las lesiones macroscépicas se localizan principalmente en el aparato
respiratorio e incluyen: neumonia bilateral que afecta a los Iébulos apicales,
cardiacos y parte del diafragmdtico donde las lesiones neumdnicas estdn
localizadas y bien definidas. Desde el punto de vista anatomopatoldgico, se
definen las lesiones como: neumonia necrética y fibrinohemorrdgica con
pleuritis fibrinosa®’,

Las lesiones microscopicas en las dreas pulmonares afectadas de la forma
aguda, se observa una intensa congestion, hemorragia y edema alveolar. En
estos territorios los septos interlobulillares aparecen engrosados a causa del
edema intersticial, con los vasos linfdticos dilatados, y presencia de células

inflamatorias y eritrocitos entre las redes de fibrina'*®,

Los alvéolos contienen células inflamatorias, células descamadas y fibrina. Las
lesiones caracteristicas consisten en dreas de hecrosis por coagulacién

asociadas con vasculitis y trombosis. Alrededor de los focos de necrosis
destaca una franja celular baséfila formada por acimulos de leucocitos



degenerados de aspecto fusiforme, identificados como macréfagos vy
neutréfilos, que llenan las luces alveolares™®

Las lesiones en vias aéreas de conduccion se manifiestan en forma de exudados
bronquiolares compuestos por células epiteliales, células inflamatorias
degeneradas y fibrina. La pleuritis en el periodo agudo es serofibrinosa con
linfangiectasias en el parénquima subyacente®’.

También los cerdos pueden infectarse en forma indirecta, por el mismo
personal de la granja por medio de la ropa, botas e instrumental contaminado®*

Actinobacillus pleuropneumoniae posee varios factores de virulencia, que
interactdan entre ellos para producir al cerdo la pleuroneumonia, tales como:
es especifico de especie, probablemente por su epitelio de la mucosa
respiratoria, posee receptores para los pilis citoadherentes, fimbrias que solo
se expresan en el cerdo. Actinobacillus pleuropneumoniae por ejemplo, tiene
entre otras caracteristicas una cdpsula que le sirve como escudo de proteccion
contra los anticuerpos celulares que buscan destruirlo; esto le permite
infiltrase en la célula y adherirse en la mucosa respiratoria. En animales
infectados crénicamente, el organismo puede quedar secuestrado en lesiones
necroticas pulmonares, y puede ser recuperado en tonsilas y de las vias
respiratorias altas?’.

La virulencia atribuible a la cdpsula es variable entre los diferentes serotipos.
La cdpsula de Actinobacillus pleuropneumoniae no tiene actividad toxica o
actividad pirédgena, pero si hay actividad blastogénica linfocitaria, asi mismo
hay resistencia a la fagocitosis por parte de los neutrofilos ademds de que
interfiere con la actividad del complemento hacia la membrana. El LPS de los
diferentes  serotipos de  Actinobacillus pleuropneumoniae, induce una
infiltracién de células observandose una neumonia intersticial multifocal y no la
neumonia fibrinohemorrdgica necrotica cldsica de la PCP. Una vez garantizada
la permanencia de la bacteria en el pulmén, esta excreta sus exotoxinas. La
actividad de las citolisinas es probablemente la responsable de las lesiones de
la PCP, caracterizada por ser hemorrdgicas y necréticas™?®.

Si el proceso evoluciona hacia la cronicidad tiene lugar la proliferacién de
tejido de granulacién alrededor de las zonas de necrosis, que resultan
posteriormente limitadas por una cdpsula de tejido conectivo. Estas lesiones
contienen un elevado nimero de microorganismos, lo que determina un estado



de animales portadores cronicos, pudiendo tener lugar una exacerbacion de los
sintomas y la aparicion de complicaciones debidas a la intervencion de otros
microorganismos oportunistas. En esta fase aparecen exudados purulentos en
bronquios y bronquiolos y si no se produce la reabsorcién del exudado fibrinoso
pleural, éste evoluciona hacia la fibrosis con formacién de sinequias. En los
ganglios linfdticos regionales se observa linfadenitis purulenta®®’,

Una de las complicaciones mds frecuentes de la pleuroneumonia porcina es la
pericarditis serofibrinosa con desarrollo posterior de adherencias y
engrosamiento fibroso. Aunque en la mayoria de los casos las lesiones estdn
limitadas a la cavidad tordcica, a veces se puede observar también peritonitis
fibrinosa, meningoencefalitis purulenta, endocarditis ulcerosa, artritis vy
osteomielitis?’.

Generalmente, las prdcticas que incrementa el contacto entre cerdos aumenta
el reto bacteriano. Esto se debe a que las bacterias del tracto respiratorio son
transmitidas principalmente mediante exudados respiratorios y secreciones
que se difunden en grandes gotas mediante contacto, tos/ estornudos'8-473°,

1.4 Cdpsula

Actinobacillus pleuropneumoniae se clasifica en serotipos sobre la base del
antigeno capsular (K). Como se ha indicado, inicialmente, sobre la base de la
dependencia o no del NAD para el crecimiento, se describieron 2 biotipos (I y
IT). en el biotipo I se integraron 12 serotipos (1 a 12) y en los serotipos 1y 5
se sefialaron subtipos (a y b). Dentro del biotipo II, también se incluyeron
serotipos 1 y 2. Sin embargo como consecuencia de que, pese al cardcter
dependiente o no de NAD, se comparten antigenos entre ambos biotipos,
recientemente se ha unificado el sistema en un solo biotipo con 15 serotipos,
con la particularidad de que en los serotipos 2, 4, 7 y 9 pueden aislarse cepas
independientes, igual que los serotipos 13 y 14. En cualquier caso, ambos
biotipos producen pleuroneumonia porcina, clinicamente indiferenciable?' 264"

Las propiedades bioldgicas de la cdpsula son inertes, no tienen actividad téxica
(como la reaccién de Schwartzman), tampoco tiene actividad pirégena. Sin
embargo, se ha encontrado mata al embrién de pollo, presenta actividad
blastogénica linfocitaria, debido a la carga negativa que le confiere la cdpsula
hay resistencia a la fagocitosis por neutrofilos (PMN), es opsonizado por los
anticuerpos e interfiere con la actividad del complemento hacia la membrana®.



El grado de desarrollo de la cdpsula varia segln los serotipos (mientras en los
serotipos 1, 3 y 5 esta bien definida, enel 2 y 7, apenas se identifica). Su papel
se deduce del descenso de mortalidad cuando se utilizan anticuerpos anti-
cdpsula, aunque otros datos son mds cuestionables; ademds posee propiedades
antifagociticas y resulta una barrera muy Util frente a los anticuerpos o frente
al poder bactericida natural del suero (activacion del complemento por la via

alternativa®.

Con el microscopio electrdnico se han identificado fimbrias a través de las
cuales se adhiere a la traquea y al pulmén, por lo que se piensa pueden
desempefiar un papel activo en la colonizacién®’.

Los anticuerpos generados contra la cdpsula, solo protegen contra la muerte,
pero no contra las lesiones pulmonares y la infeccion cronica. La virulencia

atribuida a la cdpsula es variable entre los diferentes serotipos®?®.

1.5 Fimbrias citoadherentes.

Se han identificado estructuras de Actinobacillus pleuropneumoniae
semejantes a fimbrias o pilis citoadherentes, denominados también adhesinas y
al parecer solo la bacteria expresa estos antigenos en el cerdo. Recientemente
se han identificado estas estructuras mediante microscopia electrénica y
estudios de patogenicidad en cerdos SPF, en donde se demuestra que
Actinobacillus pleuropneumoniae presenta factores de adherencia o pilis
citoadherentes en el cerdo’.

1.6 Lipopolisacdrido

El LPS posee propiedades semejantes al de otros Gram negativos, asociadas a
su cardcter de endotoxina; ademds también permite la adherencia al epitelio
de las vias respiratorias, siendo clave en la colonizacidn e incluso también
puede representar una alternativa en la captacién del hierro, a partir de la
hemoglobina. El LPS es importante en la respuesta inflamatoria por la
capacidad inductora de citoquinas (TNF-p, IL-1, IL-6 y IL-8) que desempefian
una importante funcion en la patogénesis de la enfermedad respiratoria. En la
pleuroneumonia porcina se han descrito nhiveles altos de IL-6, IL-1y TNF-p en
el suero de los animales enfermos y fambién en células de lavado pulmonar 2-4
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horas post-infeccién. EI TNF-p aparece tanto en procesos agudos como en
crénicos®’ .

El antigeno O (somdtico) del LPS, inmunodominante, causa reacciones cruzadas
que originan problemas en la tipificacién, especialmente muy evidentes en el
caso de los serotipos 1,9y 11; 3,6 y 8.y 4y 7. Un serotipo se identifica por
sus antigenos Ky 0%,

Otras moléculas de la membrana externa (proteinas de la membrana externa
(PME) también son antigenos importantes desde el punto de vista taxondmico.
Se incluyen lipoproteinas y otras proteinas que se expresan en presencia de
maltosa o ausencia (condiciones limitantes) de hierro libre. Finalmente algunas
sustancias solubles secretadas durante el crecimiento y multiplicacion
microbiana poseen cardcter antigénico, entre las que destacan las toxinas
RTX?.

RTX. Desde el punto de vista taxondmico, un sistema PCR basado en los
patrones genéticos de los genes apx y omlA permite, debido a su variacién,
dividir los serotipos en 4 grupos diferentes. El primero incluye los serotipos 1,
9, 11y 12; el segundo los serotipos 2 y 8; el tercero los serotipos 3,4,6y 7y,
finalmente, el cuarto, lo serotipos 5a, 5 by 107

Lipoproteinas; la variabilidad genética del gen omlA, codifica para una
lipoproteina de la membrana externa, ha permtido, mediante un método PCR,
dividir los serotipos de A. pleuropneumoniae en 5 grupos distintos. En el grupo
I se incluyen los serotipos 1, 9, 11y 12 (omlA I); en el grupo IT se integran los
serotipos 2 y 8 (omlA II); en el grupo III se incluyen los serotipos 3, 6y 7
(omlA III); en el grupo IV (omlA IV) el serotipo 4 y en el grupo V (omlA V) los
serotipos 5 a, 5b y 1047,

OmlA es una lipoproteina de la membrana externa de aproximadamente 40-44
kDa (segtn los serotipos), con capacidad protectora especifica. Los genes que
codifican para ella han sido clonados y secuenciados en varios serotipos. OmlA
y sus variantes alélicas, son distintas antigénicamente, inducen inmunidad
protectora frente al serotipo homélogo®’.
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1.7 Proteinas de Membrana Externa

El perfil de las proteinas localizadas en la membrana externa, se ha estudiado
en todos los serotipos de Actinobacillus pleuropneumoniae. Basdndose en la
movilidad de estas proteinas, la migracion ocurrié de la siguiente manera: en las
regiones de 39 a 44 Kd (kilo-daltons); de 16 a 16.5Kd y en la region de 29Kd
correspondiente a una proteina modificable por el calor, por lo que se han
identificado 7 patrones en nueve serotipos probados'®

Algunas PME inducen anticuerpos que actian como opsoninas en la fagocitosis
por PMN (neutrofilos) y otras (como los receptores para transferrina), inducen
anticuerpos neutralizantes, protectores de la infeccion. Para resolver el
problema de la captacién de hierro A. pleuropneumoniae ha desarrollado un
sofisticado sistema de receptores de superficie que se expresan cuando en el
ambiente bacteriano existe escasez de hierro libre y son capaces de obtener
este elemento de diversas fuentes complejas, previa transformacién en formas
solubles. Tales receptores incluyen dos proteinas denominadas TbpA (o Tbpl) y
TbpB (o Tbp2), altamente inmundgenas, funcionales con transferrina porcina,
sérica o de los espacios intersticiales, pero incapaces de realizar la misma
funcion con compuestos similares procedentes de especies animales distintas.
La TbpA es una proteina transmembrana de 106-110 kDa con escasa
variabilidad de su secuencia, segln los serotipos. La TbpB es, también, otra
proteina (lipoproteina) represible por el hierro, pero mucho mds variable que
TbpA en funcién de los serotipos (se han descrito 3 tipos), con un tamaiio
entre 60 y 70 kDa y parece estd expuesta en la superficie. Parece que ambas
se presentan como un complejo'® ™.

Los genes de las Tbp estdn integrados en un operén del complejo TonB que
incluye, ademds del correspondiente (tonB), los denominados exbB y exbD que
estdn unidos transcripcionalmente (por delante) al gen tbpB y resultan
esenciales para la utilizacion del hierro de la transferrina, al funcionar como
acopladores de energia. TonB parece estd implicada en la transduccion de
energia desde la membrana citoplasmdtica a los receptores de la membrana
externa'® %%’

OmlA es una lipoproteina de la membrana externa de aproximadamente 40-44

kDa (segtn los serotipos), con capacidad protectora especifica. Los genes que
codifican para ella han sido clonados y secuenciados en varios serotipos. OmlA
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y sus variantes alélicas, son distintas antigénicamente, inducen inmunidad
protectora frente al serotipo homélogo?’.

1.8 Exotoxinas

Actinobacillus pleuropneumoniae produce hasta cuatro toxinas RTX distintas,
denominadas Apx (Apx-I a Apx-IV), codificadas por un conjunto de cuatro
genes apxACBD dispuestos en tandem en un operdn. El gen estructural (apxA)
codifica para una proteina inactiva, que se activa por intervencion del producto
del gen apxC'y que luego es transportada al exterior por mediacion de los
productos de expresién de los genes de transporte apxCy apxD. Las Apx son
porinas y forman poros en las membranas celulares, lo que conduce a la lisis de
sus células diana. Apx-I, Apx-IT y Apx-III son citotéxicas para macréfagos
alveolares y neutréfilos, pero solo las dos primeras son hemoliticas. La
presencia de una y/u otra, depende de la cepa y el serotipo, de tal modo que
algunos serotipos son capaces de producir diferentes combinaciones de dos de
ellas, mientras que otros producen solo Apx-I o solo Apx-II. En algunos, se
presentan operones truncados que contienen Unicamente dos de los 4 genes
aunque su funcién puede mantenerse a partir de los genes disponibles para el
ofro tipo de toxina. En el cuadro 9 se resume la capacidad téxica de los
distintos serotipos?’.

Apx-I, IT y ITII producen efecto CAMP y fodas son factores de virulencia muy
importantes, a las que se atribuye directamente el dafio tisular y se implican,
con otras causas, en el desarrollo de las lesiones tipicas. Aunque las toxinas son
capaces de destruir macréfagos y neutrdfilos, se admite una cierta capacidad
de supervivencia celular (especialmente en los neutrodfilos), de los que se
evadirian por un mecanismo de "escape" en el que ellas mismas participarian de
forma directa. Apx-I, correlaciona fuertemente con la virulencia, de tal modo
que los serotipos que la producen se responsabilizan de los brotes mds graves
y, al contrario®’.

Mediante la obtencion de mutantes deficientes en la produccién de Apx-I 6
Apx-IT 6 de ambas, se demostré su participacion en la patogénesis, como
factores de virulencia.

Recientemente se ha descrito un cuarto tipo de gen RTX, el apx IV, del que se

han descrito dos variantes presentes, respectivamente, en los serotipos 1y 3,
que ya han sido clonados, secuenciados y expresados en £. coli. La Apx IV
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recombinante es débilmente hemolitica y produce CAMP con S. aureus. Solo se
produce /n vivoy presenta un peso molecular de 202 kDa, con 24 repeticiones
ricas en glicina. Se detecta en todos los serotipos y parece ser especifica de
especie?’.

La endotoxina es especialmente importante en la enfermedad aguda en donde
el choque endotédxico es la causa de la muerte. Tres exotoxinas, parte de la
familia RTX de exotoxinas, han sido descritas e incluyen las ApxI, ApxII y
ApXIII. Las ApxI y ITI tienen actividad tanto hemolitica como citotéxica y la
ApxIIT solo tiene actividad citotdxica. Los serotipos de referencial,5, 9,10y
11 producen la ApxI, todos los serotipos excepto el 10 producen ApxII y los
serotipos de referencia 2, 3, 4, 6 y 8 producen ApxIII. Estas citotoxinas
producen lesiones en pulmén, tipicas de Actinobacillus pleuropneumoniae®.

Se han identificado tres tipos distintos de actividad en las citotoxinas de
Actinobacillus pleuropneumoniae. Citolisina I (ClyI); Citolisina IT (CIYII) y
Citolisina TIIT (ClyIIT). Se han encontrado cepas de Actinobacillus
pleuropneumoniae que son citotéxicas pero no hemoliticas™.

La Citolisina I la producen los serotipos 1,5, 9 y 11; asi mismo la Citolisina IT la
producen prdcticamente todos los serotipos (1,2,3456,789,11 y 12);
mientras que la Citolisina III la producen los serotipos 2,3,4,6,y 8.

Estas hemolisinas no muestran diferencias antigénicas entre serotipos, aunque
son antigénicamente diferentes entre ellas. La actividad hemolitica de esta
proteina es probablemente la responsable de las lesiones iniciales de la PCP,
caracterizadas por ser hemorrdgicas y necréticas’.

En la patogénesis de la pleuroneumonia, el dafio tisular es consecuencia directa
de microlesiones en las membranas celulares producidas por las toxinas Apx,
todas (excepto la Apx IV, cuyo papel todavia no se conoce) producen dafio
pulmonar y contribuyen a la invasién, por sus propiedades antifagociticas. Las
toxinas afectan, también, a los linfocitos T, lo que altera la respuesta inmune y
favorece la cronicidad del proceso. Como todas las cepas producen, al menos,
una Apx, la enfermedad es indiferenciable desde el punto de vista clinico, con
la salvedad de una mayor o menor gravedad en funcién del serotipo implicado?’.
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Actinobacillus pleuropneumoniae produce una potente ureasa cuya participacién
en la patogénesis parece que tiene lugar a largo plazo mediante la intervencién
sobre la respuesta inmune local, lo que permitiria mejorar la persistencia.
Las SOD (superoxidodismutasas) son metaloenzimas implicadas en la defensa
celular frente al dafio oxidativo e incluyen 3 tipos dependientes de sus
cofactores: de Mn, de Fe y de Cu/Zn (Mn-SOD, Fe-SOD y Cu/Zn-SOD). En A.
pleuropneumoniae, el gen sodC, codifica una Cu/Zn-SOD vya identificada,
clonada y secuenciada. Se localiza en el periplasma del microorganismo y
facilita la supervivencia bacteriana local dismutando el superdxido generado
por las células inflamatorias. Finalmente se han descrito fambién proteasas que
degradan la hemoglobina y la IgA, /n vitro; por ejemplo, una de estas sustancias
ha sido caracterizada como una metaloproteasa de Zn, aunque su papel en la
patogénesis de la enfermedad todavia no se conoce'®®,

1.9 Pleurotoxina

Se ha encontrado efecto téxico en células adherentes de lavados pulmonares
(macréfagos), asi como en monocitos circulatorios, pero su efecto es menor
sobre células testiculares. Su produccién se inhibe por el oxigeno y el
colesterol, es termoldbil, hemolitica y toxica para los neutrofilos (PMN),
sensible a las proteasas, es una proteina inmunogénica que es neutralizada por
los sueros de cerdos convalecientes a PCP'.

1.10 Mecanismos de Resistencia Pulmonar

Las defensas pulmonares nativas incluyen a todos los mecanismos innatos que
no requieren de una exposicién previa a un patdgeno pulmonar o vacuna. Las
defensas pulmonares nativas normalmente son altamente eficientes vy
eliminaran a las bacterias inhaladas del pulmén en un lapso de 30 minutos®. Las
bacterias inhaladas son primeramente confrontadas por el aparato mucociliar
en la superficie mucosa de las vias aéreas. Las cuales estdn revestidas por
epitelio ciliar cubierto por una capa de moco. La baja velocidad del aire y los
reflujos de corrientes en los puntos de ramificaciones de las vias aéreas
provocan que la gran mayoria de las bacterias se impacten en esta capa mucosa.
Estas bacterias son enviadas hacia arriba de las vias aéreas por el movimiento
ciliar impactdndose en la capa mucosa y finalmente son tragadas. Cualquier
bacteria que no sea atrapada en la mucosa de las vias aéreas y entre a los
alvéolos, es presa de las células fagociticas alveolares que las engloban y las
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matan. Los macrofagos alveolares son las principales células fagociticas
residentes en pulmones y se encuentran en el lumen alveolar. Después de
ingerir a las bacterias salen de los alvéolos ya sea via el aparato mucociliar o
migrando a través de las paredes alveolares hacia los vasos linfdticos en donde
presentan el antigeno a los linfocitos y estimulan una respuesta inmune. Pocos
neutrofilos residen en las vias aéreas o en los alvéolos. Sin embargo, minutos
después del dafio epitelial de las vias aéreas o de que presentan cualquier otro
evento proinflamatorio, inicia la migracién de neutrofilos desde las grandes
reservas marginales ubicadas en la vasculatura pulmonar. También, como parte
de una respuesta inflamatoria, el grupo complementario de proteinas del
plasma arriban para aumentar la permeabilidad. Después de la activacidn
enzimdtica, las proteinas del complemento pueden recubrir a las células
bacterianas y propiciar la fagocitosis mediante la opsonizacién'®

Las defensas adquiridas de los pulmones estdn compuestas por la inmunidad
dependiente de anticuerpos e inmunidad celular. Las membranas mucosas de
los drboles bronquiales estdn cubiertas por IgA predominantemente producida
y secretada localmente. Estas IgA secretadas neutralizan a los virus
respiratorios, aglutinan a las bacterias y neutralizan las exotoxinas
bacterianas, pero no activan el complemento y contribuyen muy poco a la
opsonizacion por parte de los fagocitos. La produccion de IgA secretoria
especifica es estimulada principalmente por agentes microbianos vivos en
contacto con la mucosa respiratoria. Las IgG son los anticuerpos
predominantes en los alvéolos y son principalmente un trasudado del suero. En
los pulmones sanos existen pocas IgG en alvéolos; sin embargo, grandes
cantidades arriban en la fase temprana de inflamacién como consecuencia de
un incremento en la permeabilidad vascular. Las Ig6 son especificamente
dirigidas contra las bacterias en alvéolos, facilita la fagocitosis por medio de
opsonizacion, neutraliza las toxinas bacterianas inhibe el crecimiento
microbiano y la adherencia, activan el complemento y reclutan a las células
inflamatorias®. Los antigenos bacterianos solubles y particulados son tomados
rdpidamente de los pulmones y estimulan la produccidn local y sistémica de IgG6.
La respuesta inmune celular respiratoria es mediada por linfocitos T
sensibilizados. Estos linfocitos T sensibilizados secretan linfocinas que
reclutan linfocitos y macréfagos adicionales y promueven el aniquilamiento
microbial por medio de los macréfagos. La inmunidad celular respiratoria es
mejor estimulada por bacterias en el tracto respiratorio. Las defensas
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pulmonares tanto nativas normales como adquiridas pueden ser abatidas por
retos bacterianos inusualmente altos®.

El pulmén y el dtero son los dnicos drganos que pese a su comunicacién con el
ambiente, son en condiciones normales, microbiolégicamente estériles. Este
aspecto es especialmente notable en el caso del pulmdn, para sostener esta
situacién intervienen diversos mecanismos y su falla forma parte de las
situaciones patogénicas que conducen al establecimiento de los cuadros
neumadnicos. Su comprension fambién permite establecer las fuertes relaciones
existentes entre las condiciones ambientales de cria y la presentacion de las
neumonias'®

Es importante decir que en gran medida los problemas respiratorios, obedecen
a defectos de instalaciones y del manejo de la piara en las mismas. Por lo
anterior, el seguimiento de los animales al rastro y la evaluacién de la condicién
pulmonar, permitird muchas veces fomar medidas de control que se adelanten a
la presentacién de cuadros clinicos graves'.

Mezclar cerdos de diferentes origenes siempre ha sido una receta para
obtener problemas. Intuitivamente esto es correcto pues cerdos de diferentes
origenes obviamente tienen diferentes estados de salud y el introducir un
patégeno virulento a una poblaciéon de animales sin inmunidad tiene
consecuencias serias. De la misma manera, los sistemas de flujo continuo
comparados con los de todo dentro/todo fuera, son poco deseables debido al
impacto negativo en el desarrollo de los cerdos. Esto se debe a que en el
sistema de flujo continuo se acumulan patdgenos en el medio ambiente que
evitan el control de las enfermedades. Entonces, lo ideal seria retener cerdos
de una sola fuente y utilizar el sistema todo dentro/todo fuera®. Los primeros
trabajos realizados sobre SEW (Destete temprano segregado) sugirieron que
se podian mezclar cerdos de diferentes fuentes con buenos resultados. Una de
las explicaciones propuestas era que al mezclar cerdos jovenes, mientras
todavia tenian proteccion de la inmunidad calostral, estarian protegidos contra
diferentes agentes infecciosos. Ademds, ya que estos cerdos jévenes son
menos propensos a ser portadores de agentes infecciosos, habria un menor
reto y riesgo'™

Cuando un cuadro neuménico se caracteriza mayoritariamente en sus lesiones
por la proliferacién o espesamiento de estructuras propias del pulmén, tejido
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linfoide, macréfagos alveolares, epitelio bronquiolar, septos alveolares, la
neumonia se considera proliferativa; por lo contrario, cuando en el cuadro de
lesién predominan elementos exudados de la sangre al tejido pulmonar se
considera una neumonia exudativa, aunque la pleuroneumonia contagiosa ho se
ajusta a esta clasificacién ni a ninguna otra’.

La neumonia bacteriana en cerdos es mucho menos comidn que la infeccidn
subclinica del tracto respiratorio superior con bacterias potencialmente
patégenas. La mayoria de las especies bacterianas que causan neumonhia son
comensales de la mucosa hasofaringea o de las tonsilas palatinas. Casi todos los
cerdos son portadores nasales o tonsilares de varias bacterias patdgenas
pulmonares. Aunque esftos organismos son inhalados constantemente,
usualmente son eliminados rdpidamente por el pulmén por un gran nimero de
mecanismos pulmonares de defensa,tanto propios como impropios. Para que la
neumonia se desarrolle debe ser retenida en los pulmones y proliferar. Para
que esto ocurra, las defensas pulmonares en las vias aéreas deben de estar
comprometidas, abatidas por altos niveles de reto bacteriano o ingresar por
una ruta alternativa®’.

Los patdgenos respiratorios bacterianos pueden ser agrupados en tres grandes
categorias basadas en la relativa virulencia y/o la ruta de infeccion: inhaladas,
de inhalacion secundaria o transportada por sangre. Los patdgenos bacterianos
de inhalacidn primaria infectan los pulmones por las vias respiratorias y causan
neumonia al ser inoculados intratraquealmente a cerdos susceptibles. Los
patdgenos bacterianos de inhalacion secundaria no producen neumonia cuando
son inoculados intratraquealmente en cerdos. Los patdgenos pulmonares
transportados por sangre son aquellos que llegan al pulmén como consecuencia
de una bacteremia o septicemia’®

1.11 Mecanismos inespecificos

La disposicion anatémica de los cornetes en las fosas nasales, unido a las
caracteristicas de la mucosa hasal, asegura que el aire inspirado se acelere al
paso por los mismos y se generen turbulencias que impactan las particulas
suspendidas de mayor tamafio (20 - 520micras o mas) en el moco que cubre la
superficie de la mucosa nasal. La gran vascularizacién de esta mucosa asegura
ademds un primer calentamiento del aire inspirado, amortiguando los cambios
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de tfemperatura del ambiente. Pese a lo anterior los mecanismos nasales no son
imprescindibles al proceso’.

Es probable que la disposicién anatémica del drbol traqueo - bronquiolar,
complemente o en su caso supla, la retencion de particulas por impactacion en
la superficie de la mucosa y su remocién por actividad ciliar. Las sucesivas
ramificaciones del sistema generan furbulencias al mismo tiempo que por el
incremento del didmetro se reduce la velocidad del aire inspirado, facilitando
el atrapamiento por impactacion de particulas suspendidas de entre 20 y 10
micrones, en trdquea y bronquios, mientras las particulas de 10 a 2 micrones
son retenidas en bronquios menores. Las particulas de 2 a 0.5 micrones tienen
oportunidad de llegar a las partes finales de las vias respiratorias, bronquiolos
terminales, respiratorios y alvéolos y son en consecuencia las mas peligrosas en
el establecimiento de problemas neumonicos. Las particulas de menos de 0.5
micrones se mantienen suspendidas y son expedidas® '®.

Es probable que la disposicion anatémica del drbol respiratorio explique que las
neumonias aerdgenas se localicen, en las especies domesticas en las porciones
antero-ventrales del pulmén, lobulos apicales y cardiacos fundamentalmente. A
esta particular distribucién también puede colaborar, la menor distribucién
capilar en estos lébulos, asi como la menor amplitud de los movimientos
respiratorios en la porcién anterior de la caja tordcica® 8.

Las condiciones ambientales de humedad son defterminantes de las
caracteristicas de tamafio y suspension, de las particulas de aerosoles que
expelen los animales al toser o estornudar, condicionando asi la transmisién de
los patégenos entre animales sanos y enfermos y que estos, suspendidos en los
aerosoles, alcancen las partes profundas del pulmén donde pueden
establecerse y producir las neumonias primarias. En contra parte la humedad
también es critica en definir la fluidez del moco y facilitar su remocién por el
movimiento ciliar, en ambientes secos el moco es menos fluido y es removido
con dificultad por los cilios'.

La actividad mucosa respiratoria, revestida por un epitelio pseudoestratificado
ciliado, son células caliciformes productoras de moco, se extienden por
traquea, bronquios y bronquiolos, para desaparecer a nivel de los bronquiolos
terminales y respiratorios, donde es sustituido por epitelio cibico simple, no
ciliado y sin células calciformes, condiciones que hacen de este sector de las
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vias respiratorias la porcion mas sensible al establecimiento de los patdgenos
primarios (virus y micoplasmas) inspirados en los aerosoles e inductores de los
cuadros neumdnicos. Al aparato mucociliar se agrega la secrecién de pequefias
gldndulas mucosas, tubulares, localizadas en la mucosa de trdquea y bronquios.
El moco contiene ademds sustancias bactericidas o bacteriostdaticas (lisozima,
beta lisina) que contribuyen a eliminar los microorganismos aglutinados en el™®:

Las bajas temperaturas, sobre todo cuando ocurren en pocas horas con amplios
rangos (mas de 10°C), inducen la reduccion y hasta la anulacion momentdnea del
movimiento ciliar, situacion aprovechada por los patégenos primarios para
establecerse en pulmén’,

A nivel alveolar el principal mecanismo de resistencia pulmonar es la fagocitosis
inmune o no. Los macrdéfagos alveolares o neumocitos IIT (MsATI), son como los
del resto del sistema de origen medular y llegan al pulmén como monocitos
sanguineos, sin embargo, sus cualidades funcionales son fuertemente
diferentes, como consecuencia de la adaptacién a elevadas presiones de COx.
La fagocitosis alveolar se ve favorecida por el surfantante pulmonar,
producidos por los neumocitos II y por los mecanismos inmunes aglutinantes
(IgA) u opsonizantes (IgG). Completada la fagocitosis los MsATI salen del
pulmén por via linfdtica a los ganglios mediastinicos y bronquicos™

La inmunidad celular respiratoria es mejor estimulada por bacterias vivas en el
tracto respiratorio. Las defensas pulmonares tanto nativas normales como

adquiridas pueden ser abatidas por restos bacterianos inusualmente altos®!.

1.12 Distribucion Geogrdfica

Desde sus reportes iniciales en 1957 en Estados Unidos por Pattison y en
Argentina por Shope, esta enfermedad ha sido diagnosticada en un total de
veintidos paises presumiéndose sea problema de distribucion mundial, ocasiona
perdidas anuales millonarias, debido no solo a la alta mortalidad generada por la
infeccion aguda, si no también por la notable disminucion en la tasa de
conversién de alimento, perdida de ganancia de peso y retraso del momento en
que los cerdos deben ir al matadero cuando la infeccién es crénica®.

Los serotipos mds comunes en los Estados Unidos son el 1,5y 7, en Canadd son
los 1, 2, 3, 5, y 7, en Europa son los 1, 2, 5, 7, y 9. La virulencia difiere
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marcadamente entre serotiposy cepas. Generalmente los serotipos 1, 5, 9, 10
y 11 son los mds virulentos®.

La Pleuroneumonia Contagiosa Porcina (PCP) esta ampliamente distribuida en
muchos paises. En Dinamarca se han encontrado casi todos los serotipos
(1,2,3,4,6,89,10,11 y 12), prevaleciendo el serotipo 2; en algunos otros paises
como: Argentina, Irlanda, Rumania; Taiwdny Venezuela han identificado sélo un
serotipo (1,8,55y 7 respectivamente) los serotipos 13,14, 15 no se han
encontrado en América del norte®?’.

En Francia se encuentran las cepas de los serotipos 2, diferentes a las del
continente  Americano, son muy Vvirulentas, y producen perdidas

significativas®***

1.13 Diagndstico

El diagnéstico debe ser oportuno y rdpido para la PCP y es esencial identificar
los diferentes serotipos prevalentes en el pais, para elaborar los bioldgicos
adecuados para el diagndstico y la inmunizacién de los animales, asi mismo se
requiere de la informacion aportada por la sintomatologia, anatomopatologia y
bacteriologia sobre la base de la caracterizacion morfolégica y de cultivo;
caracterizacién bioquimica®.

El método seroldgico es el mds adecuado ya que se puede realizar en los
animales vivos con o sin sighos clinicos, no requiere del sacrificio de los cerdos,
es mds rdpido y nos permite hacer perfiles de la enfermedad, identificando el
punto de infeccién en la granja.'®

El diagndstico en casos agudos y sobre agudos se logra al demostrar las
lesiones caracteristicas macro y microscopicas y mediante el aislamiento
bacteriano de Actinobacillus pleuropneumoniae Cuando el tratamiento por
antibiéticos interfiere en el aislamiento, las pruebas de ELISA y PCR son de
gran efectividad'*!®, también la aglutinacién ha sido efectiva para la deteccidn
de antigeno bacteriano no viable. En casos crénicos, bacterias viables o
antigeno bacteriano pueden ser mds dificiles de demostrar.

El diagnéstico deActinobacillus pleuropneumoniae normalmente se hace por
presentacion de las lesiones tipicas en pulmén en la examinacién postmortem,
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en combinacién con el aislamiento y serotipificacion de la bacteria en el
laboratorio. Se tiene que hacer un diagnéstico diferencial para no confundirce
con fiebre porcina cldsica, pasterelosis pleuritica, erisipela e infecciones por
estreptococos en los casos hiperagudos y agudos. Es poco frecuente que se
encuentren infecciones combinadas en presencia de Actinobacillus
pleuropneumoniae Se puede utilizar la prueba de ELISA, para diagnosticar el
serotipo y asi detectar portadores subclinicos™

Fijacion del complemento. Originalmente fue concebida como un método de
deteccion de especie transformdndose después en una prueba de deteccidn
especifica del serotipo. Los antigenos se preparan por sonicacion de una
suspension de bacterias, recogiendo el sobrenadante. Ademds, se requiere la
presencia de complemento, suero bovino fetal, y el suero problema. La fijacion
del complemento es mds especifica que la hemaglutinacién indirecta, porque es
capaz de distinguir entre A. pleuropneumoniae y H. parasuis pero su validez
para el serotipificado es cuestionada ya que la frecuencia de falsos negativos
es alta. La realizacién de esta prueba es, por otro lado, un proceso laborioso y
complejo, que requiere un elevado grado de estandarizacién para su éxito y con
inconvenientes técnicos que lo complican'®!.

La fijacion del complemento fue adaptada a la pleuroneumonia en 1971. Los
antigenos mds utilizados vienen representados por un extracto capsular (a
56°C durante 30 minutos) o por la fase acuosa de una extraccion fenol-agua.
Ha sido sustituida progresivamente por el ELISA, en razon de los importantes
inconvenientes relacionados con algunas caracteristicas de los sueros porcinos
que precisan su calentamiento a 56°C durante 30 minutos para destruir el
complemento propio, lo que provoca la destruccién de un factor imprescindible
que hace necesario el aporte de suero sin calentar de otra especie como fuente
externa del factor inactivado, ademds de que algunos sueros presentan
actividad anticomplementaria, lo que obliga a la incorporaciéon de controles
adecuados y a la presencia de un porcentaje elevado de reacciones falsas
negaﬁvas”.

La prueba de fijacién del complemento se utiliza en muchos paises en forma
rutinaria porque determina que granjas estdn libres de la enfermedad, sin
embargo, es una prueba demasiado complicada que ocupa muchos controles,
ademds de que el suero no debe estar hemolisado y por lo tanto el sangrado del
cerdo deberd de ser el adecuado?’.
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El uso del ELISA en el serotipado de A. pleuropneumoniae se propuso
inicialmente como alternativa a la fijacion del complemento. Todos los intentos
posteriores de optimizar los métodos ELISA se han centrado en la purificacién
de un antigeno especifico de serotipo, lo que no ha sido posible conseguir hasta
la fecha. Primero se adaptaron los protocolos con el serotipo 5, que no
presenté dificultades (tanto los polisacdridos capsulares, como el LPS y las
proteinas de la membrana externa resultaron ser antigenos especificos de ese
serotipo) pero cuando se abordé el serotipo 1, los resultados no fueron tan
alentadores, pues los antisueros frente a este serotipo reaccionaron
cruzadamente con los de los serotipos 9 y 11 (mediante la produccion de
anticuerpos monoclonales se ha sefialado la presencia de epitopos comunes en el
LPS); igualmente se han demostrado repetidamente las reacciones cruzadas
entre los serotipos 4, 7 y A. lignieresi®’.

El uso de las pruebas seroldgicas es fundamental para la identificacién de
portadores asintomdtico, responsables de la diseminacién de la enfermedad en
piaras no infectadas’®. Las técnicas inmunoldgicas directas como
inmunofluorescencia e inmunohistoquimica (IHQ) representan otra opcién para
el diagnéstico de la PCP. Esta técnicas tienen como base la identificacién de
antigenos, serotipo y biotipo especificos en tejidos frescos, congelados o
fijados en formol e incluidos en bloques de parafina'**>#%%°.

Hemaglutinacién indirecta. También se utiliza para la deteccién de Ac en el
suero y representa la técnica preferida por la mayoria, por su sensibilidad y
especificidad, aunque no discrimina de AH. parasuis. El método consiste en
sensibilizar globulos rojos de oveja con un extracto salino de A.
pleuropneumoniae (serotipo) tapizando después placas de microtitulacién a las
que se afiaden diluciones seriadas del suero anti correspondiente®’.

Ya que se establece Actinobacillus pleuropneumoniae en la granja es dificil su
eliminacidn, teniéndose que tomar medidas bastante agresivas. La eliminacidn
de portadores y de cerdos en fase crénica seria un primer paso a la direccién
correcta.

1.14 Métodos de Diagndstico de la PCP

La consideracion de aspectos epidemioldgicos sumada a los hallazgos
patoldgicos, en la mayoria de los casos macroscopicos, permite alcanzar un
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diaghéstico presuntivo de razonable seguridad. Razén por la cual veterinarios
responsables de las granjas porcinas, deben habituarse a realizar
sistemdticamente la necropsia de los animales muertos y a reconocer con
cierta precision las alteraciones presentes, pues la sola observacién de las
lesiones macroscépicas les asegurard un diagnéstico razonablemente confiable
y el tomar medidas correctivas adecuadas a la situacion establecida.

Los signos clinicos, la historia de la piara y las lesiones macroscopicas son base
para el diagndstico; sin embargo, la identificacién completa del microorganismo
requiere el aislamiento bacteriano y serotipificacién.

Los métodos de diagndstico de la Pleuroneumonia Contagiosa Porcina (PCP) los
podemos clasificar en los siguientes: 1) Observacién de los signos clinicos en el
cerdo y en los de la zahdrda. Este método ho es confiable ya que solo los signos
clinicos se presentan en cursos agudos de la enfermedad mientras que de casos
cronicos pasa inadvertidos. 2) Observaciones de la necropsia de los animales
muertos de casos agudos o durante la inspeccion en los centros de abasto de
los casos crénicos. 3) Aislamiento y ftipificacion del Actinobacillus
pleuropneumoniae de los pulmones de cerdos con problemas agudos o bien
crénicos. El aislamiento y tipificacion del microorganismo tarda de 48 a 72
horas, contando con personal calificado. 4) Diagndstico seroldgico, no requiere
del sacrificio de los cerdos y es mds rdpido’?.

En México se emplea una tecnologia sencilla y de bajo costo, se trata de un kit,
que permite conocer la situacién de la granja con respecto a la enfermedad y
poder asi establecer las medidas de control necesarias. El kit de diagnéstico
seroldgico de la PCP fue denominado PLEUROTEST, hoy en dia se conoce como
NEUMOTEST?

La serotipificacion es el método cominmente utilizado y se basa en la
determinacién del tipo de antigenos capsulares presentes en cada aislamiento,
que permite su agrupacion en serotipos, utilizando para ello anticuerpos
especificos policlonales o monoclonales. Los inconvenientes del serotipado
tradicional incluyen la presencia de reacciones cruzadas y de cepas no tipables.
Se han descrito un sinfin de reacciones cruzadas, que dificultan una buena
conclusién del serotipo, aunque son especialmente importantes las debidas al
cardcter inmunodominante del LPS y que hacen reaccionar a los serotipos 1,9 y
11, el 4 con el 7 vy, finalmente, el 3, 6 y 8; otras reacciones se deben a la
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contaminacion del reactivo diagnéstico con antigenos de origen citoplasmadtico,
debido a una manipulacion o procesado inadecuados. Como horma general,
cuanto mds intenso sea el tratamiento bacteriano, mayor es la inespecificidad
de los antigenos recogidos (los antigenos especificos son los mds superficiales
y se desprenden con tratamientos ligeros)’

En lo que se refiere a los antisueros, tradicionalmente se han utilizado los
obtenidos en conejos y con menor frecuencia de cerdos. Aln en el mejor de los
casos, siempre es habitual la presencia de una cierta cantidad de anticuerpos
inespecificos, que complican la tipificacién y que pueden llegar a ser causa
importante de errores en el diagndstico, lo que se puede resolver, al menos en
parte, mediante la adsorcion repetida de los sueros con suspensiones
bacterianas de los serotipos restantes, asi como con otras bacterias de
especies y géneros relacionados. Las tendencias actuales, sin embargo, apuntan
a la sustitucion progresiva de estos sistemas por anticuerpos monoclonales,
mucho mds especificos y uniformes, con mayor afinidad por el determinante
antigénico reconocido y un rendimiento ilimitado®

Respecto de la técnica utilizada en la tipificacién, hay que dejar constancia de
la elevadisima cantidad de métodos utilizados, lo que indica la inexistencia de
un sistema dptimo, sin inconvenientes, principalmente reacciones cruzadas?’.

1.15 Tratamiento

Existen biolégicos en el mercado para el control de la Actinobacillus
pleuropneumoniae con eficacia variable entre granjas. Una de las debilidades
de la vacunacién, es que a pesar que disminuye la presentacién de signos
clinicos de la enfermedad y la mortalidad; no evita la infeccién ni la transmision
del agente y asi perpetuar la enfermedad. Otra de las debilidades de las
vacunas es que no cuente con los factores de virulencia de la bacteria
existente en la explotacion. Tres endotoxinas estdn presentes en diferentes
cantidades en los diferentes serotipos, al igual que los antigenos de membrana.
No hay un factor de virulencia principal comdn para todos los serotipos por lo
que es dificil tener un bioldgico comercial que tenga todos estos antigenos.

La despoblacidn-repoblacion con animales sero-negativos a Actinobacillus

pleuropneumoniae, es un caso extremo pero efectivo, que debe ser acompaiiado
con una buena desinfeccion de las instalaciones para eliminar la enfermedad.
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En las granjas donde la incidencia es baja, la prueba de positivo y remocion del
animal daria buenos resultados. En estos casos donde la despoblacién es
selectiva y la repoblacion se lleva a cabo, la vacunacion en los animales
retenidos no es conveniente; ya que se crea un estado potencial de portadores.

Como tratamiento, EXCENEL™ RTU Suspension Estéril (clorhidrato de
ceftiofur) es una excelente eleccion antibiética. Posee un amplio espectro que
no solo elimina al Actinobacillus pleuropneumoniae, también es altamente
efectivo contra otras bacterias patégenas que afectan el tracto respiratorio
de los cerdos. En investigaciones In vitro EXCENEL RTU reporta, una
efectividad del 97.6% de todas las de A. pleuropneumoniae y arriba de un
99.6% de bacterias presentes en el tracto  respiratorio.

EXCENEL RTU viene listo para usarse en frascos de 100 ml con 5 gramos de
producto activo. Una aplicacion de EXCENEL RTU alcanza niveles terapéuticos
dentro de los siguientes 12 minutos y se mantienen ain por 24 hrs. después,
EXCENEL RTU alcanza 1500 veces los niveles terapéuticos ademds EXCENEL
RTU no requiere de periodo de retiro antes de rastro?.

La erradicacién de A. pleuropneumoniae de hatos seropositivos se ha llevado a
cabo llevando un programa combinado de, destete temprano segregado y una
terapia agresiva con ceftiofur en lechones®.

Pocas enfermedades progresan tan rapidamente como la PCP, la muerte puede
presentarse dentro de las primeras cuatro horas desde que aparecen los signos
clinicos. El rdpido curso de la enfermedad requiere, por tanto, de un
diagnéstico preciso y la iniciacién de un tratamiento antibidtico inmediato. Para
control de la PCP se han utilizado una variedad de antibidticos, entre los cuales
estdn las penicilinas, tetraciclinas, sulfonamidas, eritromicina, estreptomicina,
y los de nueva gama como la tiamulina, spectomicina, ceftiofur sédico
(cefalosporina semisintética derivado del hongo Cephalosporium acremonium de
amplio espectro antibacteriano)®®, cefotaxima, y a ultimas fechas la
kitasamicina con muy buenos resultados, asi como las quinolonas de primera
generacidon, dcido nalidixico y dcido oxolinico; fluoroquinolonas de primera
generacién como ciprofloxacina, entre otras®.

La identificacién subclinica de la infeccion es esencial para el control de la

enfermedad®. La adicién de los antibiéticos al alimento es de poco valor en un
brote de pleuroneumonia ya que los animales estdn anoréxicos, ademds de que
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es dificil dar una dosis terapéutica que contenga la minima concentracion
inhibitoria (MIC) que el microorganismo requiere para ser eliminado, por lo que
el tratamiento por estd via no previene la infeccion, solo se puede reducir la
severidad de la enfermedad clénica o el numero de microorganismo por cerdo
infectado®

Los tratamientos parenterales han demostrado ser la mejor opcién en estos
brotes de la enfermedad, sin embargo el costo de los mismos es alto. Cuando
se presenta un brote de PCP el productor solo tiene dos opciones: i) vivir con la
enfermedad, minimizando el impacto econdémico en el desarrollo del hato o 2)
tener un hato libre de Actinobacillus pleuropneumoniae*®.
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1.16 JUSTIFICACION

En la actualidad las enfermedades respiratorias del cerdo siguen siendo un
tema de preocupacion para las granjas porcicolas debido a las altas pérdidas
econdmicas que producen dichas infecciones. La Pleuroneumonia Contagiosa
Porcina es una enfermedad devastadora debido a que presenta una elevada
taza de mortalidad y con esto grandes pérdidas en la produccién de cerdos,
por lo que con este trabajo la FES Cuautitlan busca contribuir con la industria
pecuaria brinddndole mayor informacién del aislamiento de App, agente causal
de dicha enfermedad, para mejorar el control de la Pleuroneumonia Contagiosa
Porcina.

1.17 HIPOTESIS

« Si Actinobacillus pleuropneumoniae es aislado de pulmén entonces
también serd aislado de tonsila, pero si es aislado de Tonsila no
necesariamente deberd encontrarse en pulmén.
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2. OBJETIVO GENERAL

« Estudiar la posible presencia de Actinobacillus pleuropneumoniae en
tonsilas y pulmones de cerdos mediante el aislamiento de dicho
microorganismo.

2.1 OBJETIVOS PARTICULARES

» Aislar Actinobacillus pleuropneumoniae de pulmones y tonsilas de
animales con signologia de PCP.

 Relacionar el aislamiento de App en tonsila 'y pulmén.

29



3. MATERIAL Y METODOS

3.1 Animales.

Los aislamientos se realizaron de 50 cerdos con sighologia de PCP, en etapa de
crecimiento, con un peso de 12.0 a 15.0 Kg, de una granja de Nuevo Ledn

Monterrey.

3.2 Medios de cultivo.

Los medios de cultivo empleados fueron Agar sangre, BHI (Infusién Cerebro
Corazén), SS (Sal/monellaShigella), Mac Conkey, SDA (Agar Dextrosa
Saburaud), para lograr el aislamiento del Actinobacillus pleuropneumoniae y
purificacién del mismo. Para la elaboracion de los medios los pasos a seguir
fueron los siguientes: A) la disolucion del medio en agua destilada con las
proporciones e instrucciones marcadas por el provedor del medio en el marbete
de este. B) esterilizacion en autoclave por 15 minutos a una presién de 15 libras
y a 121° C. Una vez estéril, el agar se sirve en cajas Petri y se espera la
solidificacién del mismo; estos medios ya solidificados se someterdn a prueba
de esterilidad incubdndolos en la estufa bacteriolégica a 37° C de 18 a 24
horas, una vez verificada la esterilidad de los medios son empaquetados y
guardados en refrigeracion hasta el momento de su uso.

3.3 Necropsia.

Se sacrificaron todos los cerdos, se extrajeron los pulmones y las tonsilas de
cada animal y se guardaron para su andlisis en bolsas en las cuales fueron
depositados el pulmén y la tonsila con su respectivo arete de identificacién de
cada animal para el control.

3.4 Aislamiento de App a partir de pulmones y tonsilas.

Se coloco un pulmon en la charola identificando las zonas de lesiéon en el I6bulo
caudal, ya localizadas las zonas se procede con la espdtula poniendo estd al rojo
vivo, se coloca por encima de la lesion para que el drea este libre de bacterias
oportunistas, con las tijeras y con la ayuda de las pinzas se hace un corte de
aproximadamente de 1 - 2cm la cual se utiliza para poner una impronta en los
medios de BHI, SS, Sangre, SDA, a la cual por medio del asa bacterioldgica se
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siembra en dilucién, y se coloca una estria de cepa nodriza para lograr el
aislamiento del Actinobacillus pleuropneumoniae, la cepa nodriza a emplear fue
Staphylococcus aureus. Se dejo incubar a 37°C por 24horas, se observa y se
interpretan los resultados. La identificacién de los aislamientos se basé en sus
caracteres morfoldgicos y bioquimicos siguiendo el criterio ya mencionado; se
resefiaron las caracteristicas de las colonias obtenidas, presencia o no de
satelitismo alrededor de la colonia nodriza y presencia o no de hemdlisis. La
morfologia de la bacteria fue evaluada después que el satelitismo fue sometido
a la tincién de Gram. Diagrama N°1

Con la tonsila del cerdo se procede de la misma manera.
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Diagrama N°1. Secuencia del aislamiento de App a partir de pulmones y tonsilas

Limpiar y desinfectar el drea de trabajo con alcohol al 70% y
encender los mecheros

v

Medios de cultivo a emplear:
Agar Sangre, BHI, SDA, SS y MacConkey.

v

Colocar el material a utilizar sobre la mesa
de trabajo

Desinfectar las tijeras, pinzas, espdtula
colocdndolas en alcohol al 70 %

Colocar uno de los pulmones sobre una charola
y observar las lesiones presentes

I

Tomar la espdtula y calentar en el mechero para posteriormente colocarla sobre una
de las lesiones con el fin de esterilizar la superficie del pulmén o la tonsila a trabajar
y posteriormente se retira

I

Hacer un corte semiprofundo al pulmén o la tonsila, se toma la biopsia con
las pinzas de diseccién para poner una impronta en cada uno de los agares

v

< Se hace el sembrado por dilucién )

Posteriormente se coloca una cepa nodriza
(Staphylococcus aureus) en el agar sengre.
Incubar a 37°C por 24 hrs.

v

Observar el crecimiento de la bacteria

Realizar pruebas bioquimicas para su identificacion.

* Desarrollar el mismo procedimiento para cada
una de las muestras.
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3.6 Identificacion

Para la identificacion se baso en las caracteristicas bioquimicas de
Actinobacillus pleuropneumoniae. La tabla 1 nos muestra las diferentes pruebas
bioquimicas empleadas para su correcta identificacién /.

Tabla 1.- Principales pruebas bioquimicas de A. pleuropneumoniae

Reaccion bioquimica Resultado  Reaccion bioquimica Resultado
Requerimiento de factor V +
Indol + glucosa -
Ureasa + fructosa +
Ornitin descarboxilasa - sacarosa +
Arginin dihidrolasa - lactosa variable
Hemodlisis +* xilosa +
Hemaglutinacién - ribosa +
Reaccion CAMP + manitol +
Catalasa variable

* También se han descrito algunos casos de cepas no hemoliticas
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4. RESULTADOS

Después del sacrificio de los animales se procedié a la identificacién de las
lesiones tipicas en los pulmones colectados de cerdos con Pleuroneumonia
Contagiosa Porcina. Estas lesiones son hemorrdgicas, infartadas y localizadas
como se observa en la Fig. 1.

Lesion tipica de App
localizada en los
Iébulos caudales.
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El proceso que se realiza
una vez identificada la
lesién tipica de PCP, se
coloca el 6rgano de modo
adecuado para tomar una
muestra de este, para
pasarla a un proceso de
esterilizacion como se
muestra en la Fig 2.

Se esteriliza el drea de la lesion para el
aislamiento de Actinobacillus
pleuropneumoniae. Se utiliza una espdtula
al rojo vivo y se coloca en la zona
lesionada, esto va a permitir eliminar
bacterias oportunista post mortem, una
vez realizado se tfoma una muestra de la
zona para su aislamiento. Fig 3
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Colocar en el agar Sangre una estria de
la cepa nodriza para observar la
dependencia de App al NAD por lo que
hay que colocarla una vez que se
siembre en este medio el tejido
sospechoso de App. y de igual manera
se incuba 24hrs, se observa y se le
hacen pruebas bioquimicas para su
identificacidn. Fig 5

Fig 4 Realizado el proceso de
esterilizacion del pulmon o la tonsila
se lleva acabo el sembrado de el
tejido sospechoso de presentar
Actinobacillus pleuropneumoniae en
agar BHI, agar sangre, SS,
MacConkey y SDA, los cuales se
dejaran incubando a 37°C por 24
horas y observdndose el crecimiento.
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Identificacién de colonias

Se aislaron colonias de Actinobacillus pleuropneumoniae las cuales fueron
identificadas por la morfologia y caracteristicas reportadas en la literatura de
dicho microorganismo asi mismo se realizaron las pruebas bioquimicas de la
tabla N°.1y la dependencia de NAD, identificando a App.

Fig 6 Prueba de satelitismo positiva de la cepa aislada de Actinobacillus
pleuropneumoniae. Por lo que se tiene al microorganismo para ser identificado
mediante las pruebas bioquimicas y determinar su género y especie.

37



Otros asilamientos

Ademads de aislar App en las tonsilas, se aislaron otras bacterias las cuales se
identificaron como: Pasteurella multocida, Escherichia coli, Salmonella sp,
estas bacterias se aislaron debido a que la fonsila se encuentra en el fracto
respiratorio superior y fiene mas contacto con agentes externos que pueden
colonizarla ademds, de las bacterias conocidas como flora hormal.

Los resultados se describen en las siguientes tablas se refieren a la obtencién
del aislamiento de Actinobacillus pleuropneumoniae en pulmones y tonsilas,
arrojando datos que indican el aislamiento de dicho microorganismo en los
medios de cultivo empleados en esta técnica para los dos drganos (pulmon y
tonsila).

En la tabla N° 2 se observa de los 50 cerdos analizados 2 no presentaron App,
ni en pulmones ni en tonsila, 3 cerdos presentan App solo en tonsila y 45 lo
presentan tanto en pulmén como en tonsila. Esto nos indica que esos 2 animales
para los que fue negativo el aislamiento estaban libres de App mientras que 3
cerdos presentaban infecciéon a nivel de tonsila probablemente porque el
sistema inmunoldgico de estos animales fue capaz de controlar la infeccion
evitando su diseminacion a pulmones y los 45 restantes fueron positivos al
aislamiento de App en tonsila y pulmén confirmando que se trata de un brote
de Pleuroneumonia Contagiosa Porcina.

2 Negativo Negativo
3 Positivo Negativo
45 Positivo Positivo

TABLA N° 2: Ndmero de animales positivos al aislamiento de App en tonsilas y pulmones.
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La tabla N° 3 muestra en el 90% de la poblacién que si App se aisla en pulmadn
también se aisla en tonsila, el 6 % indica que si App se aisla en tonsila no
necesariamente esta en pulmony el 4% que si no existe en tonsila tampoco esta
en pulmén.

No. DE AISLAMIENTO PORCENTAJE DE
ANIMALES TON/PUL ANIMALES
2 Neg / Neg 4 %
3 Pos / Neg 6 %
45 Pos / Pos 90 %

TABLA N° 3: Relacién de aislamiento en tonsilay pulmén.

En la siguiente tabla se muestra que de los aislamientos positivos para App, el
96% fue de tonsilas 'y 90% de pulmones.

N° PORCENTAJE AISLAMIENTO | PORCENTAJE AISLAMIENTO
ANIMALES TONSILAS PULMONES
50 96 % 90 %

TABLA N° 4: Porcentaje de aislamiento en pulmones y tonsilas.
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5. DISCUSION

Para los métodos bacterioldgicos se utilizaron muestras clinicas que incluyeron,
generalmente, material de las lesiones pulmonares o de las tonsilas y siempre
es preferible el trabajo con material fresco. Si la distancia desde la
explotacion al laboratorio es cortay se dispone de material conveniente para el
traslado (neveras portdtiles, convenientemente aisladas), lo mejor es incluir los
pulmones enteros y las tonsilas por separado ya que en ocasiones si vienen en el
mismo compartimiento es decir juntos pulmdn y tonsila esta puede contaminar
al pulmén y dar un resultado falso positivo por lo que se recomienda que se
recolecten por separado. Una vez en el laboratorio se realiza la foma desde
diversos lugares del pulmén, preferentemente de zonas con lesiones bien
delimitadas, incluso encapsuladas, mejor de la periferia que del centro. Para
simplificar el procedimiento pueden recogerse varias muestras mediante
impregnacién de escobillones o hisopos en el parénquima pulmonar al que se
accede durante la necropsia después de cauterizar con una espdtula al rojo la
superficie del organo. En cualquier caso, es conveniente la utilizacion de medios
de fransporte, como el medio de Stuart o de Amies, que prolongan la
supervivencia del microorganismo lo que, si la distancia al laboratorio exige
varias horas de viaje, es prdcticamente una necesidad '°%.

El aislamiento a partir de animales con enfermedad aguda, por lo general, no
plantea problemas importantes. En el caso de los portadores cronicos, sin
embargo, la presencia de un nimero bajo de bacterias en el tracto respiratorio
y su mezcla con la flora natural (presente en gran cantidad) dificulta
enormemente su recuperacién hasta el punto de que son habituales fracasos en
animales comprobados enfermos por otros procedimientos®.

La identificacién de App, ha de realizarce mediante reacciones bioquimicas y
otras, resultando de especial utilidad la presencia de actividades ureasa, p-
galactosidasa y fosfatasa alcalina, asi como su capacidad hemolitica, que se
puede exaltar sobre agar sangre de bovino u ovino por la accién sinérgica de la
b-toxina de una cepa de 5. aureus (efecto CAMP)®.

La tipificacién bioquimica es una alternativa a otros métodos de diferenciacion

y, en primera instancia, sirve de base para la descripcion de los biotipos Iy IT.
Es evidente, sin embargo, que estos métodos dificilmente mejoran a los
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inmunolégicos, pero pueden ser Utiles para cepas que presenten dificultades en
la serotipificacién. Los inconvenientes de la serotipificacién tradicional
incluyen la presencia de reacciones cruzadas y de cepas no tipificables®’.

De los 50 pulmones, se aislo Actinobacillus pleuropneumoniae en 45 pulmones,
lo que representa un 90 % una cifra de gran satisfaccién para confirmar que se
trata de un brote de PCP, esto refleja que en los 5 animales que no hubo
aislamiento Actinobacillus pleuropneumoniae en pulmén, es debido a que la
carga bacteriana no alcanzo a alojarse en pulmén seguramente por el status
inmunolégico del cerdo. Por lo que es necesario detectar los portadores sanos,
ademds de controlar el destete temprano (la inmunidad materna durade 5a 9
semanas) y la separacién de cerdos jévenes de los otros animales®.

De las 50 tonsilas se obtuvo el 96% de aislamiento ya que solo se aislo App de
48 tonsilas esto hace pensar que la bacteria colonizo completamente la fonsila
y paso la barrera de defensa ya que como se sabe es una de los primeros
sistemas de defensa ante las enfermedades respiratorias. asi también se
encontraron otros gérmenes secundarios que también se alojan en las vias
superiores del fracto respiratorio, estas son comunes de encontrar en granjas
que no tienen instalaciones adecuadas o con malas condiciones de higiene. De
los 2 animales donde no se encontré hallazgos de App probablemente se debe a
que ho eran animales contagiados debido a su status inmunolégico.

Estos son datos en los que se observa que un aislamiento adecuado al 100% de
App se lleva acabo en pulmones donde la PCP es mortal ya que el animal esta en
una etapa de la enfermedad donde el sacrificio seria el adecuado para el, pero
no para el porcicultor. En la tonsila se observa que aunque App se haya
encontrado a este nivel y no en pulmén el cerdo no esta exento de la
enfermedad ya que por el momento esta se podria combatir pero ¢por cuanto
tiempo? Ya que se necesitaran condiciones optimas en la granja, personal
capacitado que deba seguir las hormas de bioseguridad, asi como un aislamiento
del animal o animales enfermos para no contagiar a cerdos sanos.

Con estos resultados obtenidos se observo que en vias respiratorias altas
(tonsilas) del cerdo se encuentra una de las barreras inmunoldgicas de defensa
ya que una vez colonizada la tonsila por Actinobacillus pleuropneumoniae este
viaja por linfa y sangre llegando a ldbulos caudales en pulmon causando graves
dafos. Ademds se encontré que en la tonsila y pulmones se pueden aislar otros
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microorganismos como Pasteurella sp; Escherichia coli; Salmonella sp, ya que la
tonsila fiene mayor contacto con bacterias que entran al tracto respiratorio
asi como con la flora normal existente en la zona.

Las caracteristicas morfoldgicas encontradas del agente aislado fueron las de
un organismo Gram nhegativo pleomorfico, no esporulado, con predominio de
formas cocobacilares, dispuestos en forma aislada, en pares, cadenas o
racimos. La dependencia de NAD fue manifiesta en todos los aislamientos ya
que Actinobacillus pleuropneumoniae necesita del factor NAD para poder
desarrollarse, siendo esta caracteristica una de las principales para su
identificacién. Mas del 90% de las colonias de 24 a 48 horas en agar sangre y
BHI presentaban bordes redondeados, color blanquecino. Las bacterias
encontradas ademds Actinobacillus pleuropneumoniae podrian atribuirse a que
estdn relacionadas con enfermedades del tracto urinario, pulmonares vy
heridas ademds de ser altamente invasivas principalmente en animales
inmunosuprimidos’ #9647

Aunque todos los serotipos son patégenos y capaces de producir
pleuroneumonia, su virulencia varia en funcién de los factores propios del
microorganismo y sus efectos de la condicién inmune y de resistencia innata del
hospedador. Cuando una piara estd infectada con serotipos cuya virulencia ha
disminuido por algin motivo y las consecuencias de la infeccion no son graves
(en términos de mortalidad o lesiones), puede ser preferible convivir con el
microorganismo que poner en prdctica costosisimos programas de saneamiento.
En una zahurda, sin experiencia inmunoldgica anterior, la entrada de una cepa
virulenta puede ser causa de situaciones sanitarias muy perjudiciales. Existen
vacunas eficaces (bacterinas) pero solo inmunizan contra serotipos homélogos
(los que incluye la vacuna) mientras que los animales que sobreviven a la
enfermedad natural (inmunidad natural) desarrollan inmunidad contra todos los
serotiposl 20232830

Koen Chiers refiere a la colonizacion de la tonsila como paso fundamental de
una deteccion Actinobacillus pleuropneumoniae debido a su afinidad por el
tracto respiratorio del cerdo, y no hay autor en la literatura que concuerde con
la hipotesis planteada en este trabajo.
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En base a lo antes mencionado podemos decir que un buen diagnéstico
oporftuno permite evitar la muerte de estos animales por esta enfermedad
(PCP), asi como la pérdida econdmica para la porcicultura.

Los objetivos fijados en el trabajo se cumplieron aceptandose la hipdtesis
planteada en base a los resultados obtenidos.
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6. CONCLUSIONES

La hipétesis planteada se cumple, Actinobacillus pleuropneumoniae se
puede aislar de tonsilas infectadas y pulmones, ademds de que una vez
alojado en pulmones se puede recuperar en fonsilas, pero si esta alojado
en tonsila no necesariamente en pulmaén.

De las 50 tonsilas, 48 fueron positivas al aislamiento de App, solo en 45
también se aislé de pulmones representando un 90.00%.

La Pleuroneumonia Contagiosa Porcina es una enfermedad altamente
peligrosa y hay que saber diagnosticarla y encontrar un medio optimo, de
bajo costoy practico para poder prevenir y controlar la enfermedad asi
como en un futuro erradicarla.
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