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RESUMEN

La pleuroneumonia porcina es una de las enfermedades respiratorias mas importantes en la
industria porcina, presentando un cuadro agudo en cerdos, que suelen morir debido a una
neumonia hemorragica necrotica; sin embargo, el impacto econémico de la enfermedad se

centra mas en la disminucion de la tasa de crecimiento de los cerdos enfermos crénicos.

La pleuroneumonia porcina es un proceso respiratorio de carécter infeccioso, agudo o
cronico, caracterizado por bronconeumonia necrético hemorragica y pleuritis fibrinosa,

producida por Actinobacillus pleuropneumoniae. La pleuroneumonia porcina puede

presentarse en animales de todas las edades aunque son mas susceptibles entre las seis y las
quince semanas. La incidencia se incrementa cuando se asocian factores ambientales de
caracter estresante, como sucede en el caso del transporte, hacinamiento, la falta de
ventilacion en las naves y las condiciones climatolédgicas adversas. Estos hechos sugieren
que habitualmente la infeccion se mantiene subclinicamente hasta que la aparicion de
ciertos factores estresantes facilita la multiplicacion del microorganismo en el aparato
respiratorio y a consecuencia de ello, hace su aparicién la enfermedad. Un brote tipico de
pleuroneumonia porcina origina aproximadamente un 50% de morbilidad y un 10% de
mortalidad, siempre que los animales no hayan tenido contacto antes con el agente, lo que
produce importantes pérdidas econdémicas derivadas de las bajas y los tratamientos
medicamentosos.

En el presente trabajo se realizd el aislamiento de Actinobacillus pleuropneumoniae a

partir de macerados de tonsila en cerdos de 1 a 4 semanas procedentes de una granja
porcina comercial, determinando la presencia de la bacteria desde la primera semana de
vida y en todas las semanas evaluadas, con una incidencia general de 31%, siendo un
mayor porcentaje de infectados a la cuarta semana de edad, con 47% de los cerdos

muestreados.



1. INTRODUCCION.

La Pleuroneumonia Contagiosa Porcina es una de las enfermedades bacterianas mas

importantes que afectan al tracto respiratorio de los cerdos » 2 3.

Es producida por
Actinobacillus pleuropneumoniae y se caracteriza por signos clinicos que varian de acuerdo
a la edad del animal, estado inmune, condiciones ambientales y el grado de exposicion al
agente infeccioso. Puede afectar a cerdos de cualquier edad, pero enferman con mas
frecuencia a partir de las 8 semanas de vida coincidiendo con la pérdida de inmunidad
materna. El curso clinico de la enfermedad puede adoptar tres formas distintas: hiperaguda,
aguda o cronica. La enfermedad esta presente en todo el mundo. Su control se puede
realizar mediante la utilizacién de vacunas y antibidticos y se han descrito diferentes
métodos para su erradicacion. Es una enfermedad de gran importancia econémica debido a

la mortalidad que ocasiona y al costo del tratamiento. *

1.1 Nombre.

La Pleuroneumonia Contagiosa Porcina fue observada por primera vez en 1931 por Shope
denominando al agente etioldgico como Haemophilus parahaemolyticus. Afios mas tarde él
y otros investigadores lo denominaron Haemophilus pleuropneumoniae debido a que
observaron que Haemophilus parahaemolyticus y Haemophilus pleuropneumoniae eran
idénticos.” Posteriormente el agente causal fue transferido al género Actinobacillus,

quedando definitivamente clasificado como Actinobacillus pleuropneumoniae .2

1.2 Etiologia.

Actinobacillus pleuropneumoniae es un pequefio cocobacilo pleomoérfico que mide 0.5-1.0
X 1.0-2.0 um. Es gram negativo, encapsulado e inmovil. Estructuralmente, en la
membrana externa, se incluye el lipopolisacarido (LPS) y diferentes tipos de proteinas de

interés. La capsula se relaciona con la patogenia y es muy Gtil para su clasificacion®.
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1.3 Cultivo.

Actinobacillus pleuropneumoniae se divide en dos biotipos, el | es dependiente de
nicotinamida adenina dinucle6tido (NAD), por lo que se requiere agregar una cepa nodriza
y muestra satelitismo alrededor de la cepa nodriza. Se observa una mayor extension de la
zona de hemolisis cercana a la cepa nodriza (fendmeno de CAMP). Las cepas del Biotipo
Il no requieren de factor NAD para su crecimiento “* Actinobacillus pleuropneumoniae
crece a 37° C, preferentemente en presencia de CO, (5%), al menos en cultivos iniciales. En
24 horas 0 menos produce colonias redondas, pequefias, de 0.5 — 1 mm de diametro, lisas y
brillantes u opacas y de aspecto céreo, de color gris blanquecino.*

Para su identificacion se realizan pruebas bioquimicas que nos permiten diferenciar a

especies semejantes, como se muestra en la tabla 1.

TABLA 1. DETERMINACIONES PRINCIPALES Y DIFERENCIACION METABOLICA
ENTRE A. pleuropneumoniae Y ESPECIES PROXIMAS.
Caréacter/ A. A. A. A. A. H. P.
actividad pleuropneumoniae suis indolicus | porcinus minor parasuis multocida
Acido de +
glucosa
Acido de + - - - (+)
manitol
Acido de + + - \%
xilosa
Acido de + +
ribosa
Acido de D + + - )
lactosa
Ureasa + + - - -
B- +
galactosidasa
Fosfatasa +
alcalina
Nitratos + + +
SH, +
Hemoblisis + + - - - - -
CAMP + - - - - - -
V- + - + + + + -
dependencia
X_ - - - - - - -
dependencia
Catalasa - + - - +
Produccion - + - - -
de
Indol

Rapp VJ, Ross RF, Young TF.
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1.4 Serotipos.
En base a la dependencia del factor NAD se identifican 2 biotipos (I y IlI). El biotipo |
consta de 13 serotipos (1 a 13) y de los serotipos 1 y 5 se derivan dos subtipos (a y b).°
Dentro del biotipo Il, también se incluyeron serotipos 1 y 2. Ambos biotipos producen

Pleuroneumonia Contagiosa Porcina clinicamente indiferenciable.’

Actinobacillus pleuropneumoniae se clasifica en serotipos en base a polisacaridos
capsulares (CPS) y a lipopolisacaridos (LPS), sin embargo existen similitudes en los LPS
de varios serotipos, lo que causa reacciones cruzadas que originan problemas en la
tipificacion, especialmente de manera muy evidente con los serotipos 1, 9; 11,3; 6,8 y 4, 7.
Un serotipo se identifica por sus antigenos K y O.”®

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

destacan las toxinas RTX.?

1.5 Resistencia en el ambiente y a los factores fisico-quimicos.

Actinobacillus pleuropneumoniae es muy labil en el medio ambiente y en el laboratorio no
sobrevive mas de 3 dias en caldo a temperatura ambiente (independientemente de que tenga
0 no suplementacién con NAD) o un poco mas a 4°C. En suero a temperatura ambiente
sobrevive hasta 12 dias, multiplicAndose en el caso de suplementar el medio con NAD o
bajar la temperatura a 4°C, aunque a esta temperatura y suplementado, la supervivencia
solo llega a los 18 dias. El uso de temperaturas de 80°C en un medio con leche descremada
y glicerina, al igual que la liofilizacion resultan adecuados para su conservacion
prolongada.

Sin embargo, es muy diferente lo que puede suceder en condiciones de campo en las que el
microorganismo se encuentra protegido por las secreciones nasales y fluidos organicos que

le permiten una mayor supervivencia.'’



Actinobacillus pleuropneumoniae es destruido por la mayoria de los desinfectantes,
especialmente los derivados de cloro, aunque este Ultimo es inhibido por la materia

organica. Tampoco es resistente al calor.*

1.6 Factores de virulencia.
La patogenicidad de Actinobacillus pleuropneumoniae es multifactorial, y esta integrada
por distintos factores estructurales y de secrecion; entre los primeros se incluyen
componentes de la membrana externa (PME), los LPS, la capsula, las fimbrias, mientras
que entre los segundos se incluyen las toxinas.™
Los LPS son los principales constituyentes de la membrana externa y poseen propiedades
semejantes a las de otros Gram negativos, asociadas a su caracter de endotoxina. Se ha
demostrado que intervienen en la capacidad de adhesion de la bacteria al epitelio y al moco
traqueobronquial, aumentan el efecto de las toxinas APX sobre macréfagos para la
produccion de citocinas (TNF-o, IL-1, IL-6 y IL-8) que desempefian una importante
funcién en la patogenia de la enfermedad respiratoria.***? En la pleuroneumonia porcina se
han descrito niveles altos de IL-6, IL-1 y TNF-a en el suero de los animales enfermos y en
células de lavado pulmonar 2-4 horas post-infeccion. EI TNF-a aparece tanto en procesos
agudos como en crénicos. También induce necrosis del epitelio alveolar por ligadura a
receptores de membrana. Incluso representa una alternativa en la captacion del hierro, a
partir de la hemoglobina.*!
El grado de desarrollo de la capsula varia segin los serotipos encontrandose mientras que
en los serotipos 1, 3 y 5 esté bien definida, en los 2 y 7 la capsula es pequefia.’
Las fimbrias son las estructuras a través de las cuales la bacteria se adhiere al epitelio de
las vias respiratorias y pulmon. Se ha demostrado que la Fimbria Tipo 4 estd presente en
Actinobacillus pleuropneumoniae y se induce su produccion durante la lesion pulmonar, lo
que sugiere su posible rol en la adhesion al tejido.*®
Algunas proteinas de la membrana externa actian como adhesinas hacia las células
epiteliales alveolares y a la coldgena pulmonar. También actian como proteinas
transportadoras de nutrientes bacterianos, como la maltosa.®
Las exotoxinas son el factor de virulencia méas importante de Actinobacillus
pleuropneumoniae.
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Todas las cepas virulentas producen de 1 a 2 toxinas RTX, denominadas Apx I, APX Il 'y
ApxIll. Las Apx forman poros en las membranas celulares, 1o que conduce a la lisis de sus
células blanco. Apx I, Apx Il 'y Apx Il son citotdxicas para células del epitelio alveolar,
células endoteliales, eritrocitos, macrofagos alveolares y neutrofilos. La presencia de una 'y
otra, depende de la cepa y el serotipo, de tal modo que algunos serotipos son capaces de
producir diferentes combinaciones de dos de ellas, mientras que otros producen solamente
Apx |1 6 Apx I1. 1014

En la tabla 2 se resume la capacidad toxica de los distintos serotipos.

Tabla 2. Resumen de la produccién de toxinas por los serotipos de Actinobacillus
pleuropneumoniae.
Serotipos Apx | Apx 11 Apx 11
1,5a,5b,9y 11 + +
2,3,4,6,8y15 + +
7,12y 13 +
10y 14 +
Gottschalk M.

La cuarta toxina es la Apx IV que producen todas las cepas de Actinobacillus
pleuropneumoniae, es esencial para que la virulencia sea completa y solo se produce in
vivo. °

Las toxinas también afectan a los linfocitos T, en particular con una disminucién de
CD3_CDS8, lo que altera la respuesta inmune y favorece la cronicidad del proceso. Como
todas las cepas producen por lo menos una Apx, la enfermedad es indiferenciable desde el
punto de vista clinico, lo que produce una mayor o menor gravedad en funcion del serotipo
implicado.’® Asimismo afecta a macréfagos alveolares, causando apoptosis.*’
Actinobacillus pleuropneumoniae produce una potente ureasa cuya participacion en la
patogenia parece tener lugar a largo plazo mediante la disminucion de la respuesta inmune

local, lo que permitiria la persistencia de la bacteria.
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También genera una Superoxidodismutasa-Cu/Zn que facilita la supervivencia bacteriana
local dismutando el superdéxido generado por las células inflamatorias. Finalmente también
se han descrito proteasas que degradan la hemoglobina y la IgA, in vitro; por ejemplo, una
de estas sustancias ha sido caracterizada como una metaloproteasa de Zn aunque su papel

en la patogenia de la enfermedad todavia no se conoce.™

1.7 Epidemiologia.

La pleuroneumonia contagiosa porcina es una enfermedad ampliamente distribuida en el
mundo, pero sobre todo afecta a los paises de produccion intensiva. Existe una amplia
variacion en los serotipos prevalentes en diferentes paises y eso tiene una relacion

importante con la virulencia y la severidad con que se presentan los brotes *°.

En México los serotipos reportados son el 1, 5, 7 y 15, sin embargo se requiere un estudio
de tipificacion de mayor amplitud para confirmar y determinar los serotipos existentes **

La entrada de Actinobacillus pleuropneumoniae a una granja negativa es por el ingreso de
cerdos portadores. La principal ruta de diseminacion de la enfermedad es el contacto
directo de cerdo a cerdo o por aerosoles aunque sélo en distancias cortas.

Es posible la supervivencia de la bacteria en el medio ambiente cuando esta protegida por
materia organica, moco 0 agua, y puede ser transportado por ropa o material contaminado
que ha estado en contacto con cerdos infectados en fase aguda.

No se ha demostrado la transmisién de la infeccién por vectores (pajaros, roedores) ni
fomites. Tampoco se ha podido demostrar por inseminacion artificial o por transferencia de

embriones *°.

El periodo de incubacion es muy variable (12 horas a 3 dias) dependiendo de factores como
la virulencia de la cepa, la dosis infectante, condiciones ambientales en que viven los
cerdos, entre otros. Se han descrito casos experimentales con rangos de incubacion desde

unas horas post-inoculacion hasta varios dias.

12



La presencia en la explotacion de otras enfermedades como la enfermedad de Aujeszky,

PRRS y Mycoplasma spp exacerban la presentacion de Actinobacillus pleuropneumoniae
20,21

Por lo general afecta a cerdos entre las 8-24 semanas de edad *°.
1.8 Inmunidad.

Uno de los elementos claves que determinan la evolucién de la enfermedad en las piaras
afectadas, lo constituye la inmunidad contra el agente causal. Una vez que un animal se
recupera de la infeccion, adquiere proteccion contra el desafio por todos los serotipos de
Actinobacillus pleuropneumoniae. La presencia de inmunidad calostral es un factor
importante que interfiere en la inmunidad activa de los lechones. La respuesta inmune
primaria s6lo se produce en lechones que no poseen anticuerpos calostrales al momento de

ser desafiados 2.

La duracién de la inmunidad pasiva varia entre 2 a 8 semanas dependiendo del nivel de
anticuerpos adquiridos. No existe correlacién entre los niveles de inmunoglobulinas
dirigidos contra antigenos capsulares serotipo especificos y la proteccion. Esto contrasta
con la inmunidad protectora asociada con el nivel de anticuerpos especificos contra las
toxinas Apx 2> %,

Cada uno de los componentes antigénicos de la bacteria han demostrado ser
inmunogénicos, sin embargo, cada uno de ellos por separado induce una proteccién parcial
contra los signos clinicos y las lesiones producidas por Actinobacillus

pleuropneumoniae %3,

La inmunidad protectora contra la infeccion por Actinobacillus pleuropneumoniae esta
directamente relacionada con los niveles de anticuerpos especificos contra las toxinas Apx
I, Apx 11, Apx 111y Apx IV 224 La colonizacién de las amigdalas y de la mucosa nasal

puede ocurrir en presencia de anticuerpos calostrales > %.
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El desarrollo de anticuerpos neutralizantes contra las toxinas Apx requiere que la
infeccion se encuentre a nivel pulmonar ya que la colonizacion a nivel nasal o de amigdalas
no induce un nivel suficiente de anticuerpos neutralizantes, por lo tanto, cerdos portadores
del microorganismo a nivel de amigdalas o cavidad nasal sin involucrar los pulmones
carecen de inmunoglobulinas especificas contra las toxinas Apx de Actinobacillus
pleuropneumoniae, esto explica el por qué dichos animales son susceptibles de sufrir la
enfermedad a pesar de albergar el agente a nivel del tracto respiratorio superior 2% %.

En relacion a la inmunidad calostral la tasa de transferencia de la inmunidad materna via

calostro hacia los lechones es muy alta, ya que en condiciones naturales las cerdas
adquieren inmunidad después de presentar una infeccion natural °>.  Asimismo, este grupo
de animales puede ser la fuente de infeccion a sus crias y a otros animales susceptibles
dentro de la granja *®. Con respecto a la duracién de inmunidad materna se ha determinado
entre 2 y 4 semanas, medida por prueba de ELISA Apx IV . En el caso de hembras
vacunadas la duracion de la inmunidad en sus hijos puede prolongarse hasta una media de 7

semanas +/- 1 semana de edad .

1.9 Patogenia.
La infeccidn se transmite por aerosol o por contacto directo entre animal enfermo y animal
sano. En estudios de infeccion experimental se ha podido demostrar que Actinobacillus

pleuropneumoniae coloniza las tonsilas y el epitelio alveolar .

En el pulmon el microorganismo es fagocitado rapidamente por los macréfagos alveolares,
pero debido a la produccion de las toxinas Apxl, ApxIl y ApxIll que tienen un marcado
efecto toxico para los macrofagos alveolares, estos son afectados en su capacidad de

destruccion intracelular '
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Las toxinas también afectan a las células endoteliales de los vasos capilares alveolares y
sus efectos son los causantes de las lesiones de trombosis e infarto tipicas de esta
enfermedad. En infecciones experimentales se han observado dafios pulmonares que
comienzan a ser evidentes a las tres horas post-infeccion y contintan de forma

progresiva %,

1.9.1 Formas clinicas y lesiones.

Los signos clinicos de la enfermedad varian con la edad del animal, su estado inmunitario,
las condiciones ambientales y el grado de exposicion al agente infeccioso. El curso clinico
de la enfermedad puede presentar tres formas distintas: hiperaguda, aguda y crénica. Los
cuadros hiperagudo y agudo son tipicos de explotaciones libres del agente mientras que el

cuadro crénico estd mas relacionado con areas donde el padecimiento es endémico *.

1.9.2 Cuadro hiperagudo.
Este cuadro se caracteriza por la siguiente secuencia de acontecimientos 2%°
o Aparicion repentina de algunos animales muy enfermos con fiebre (41.5-42°C),
anorexia y apatia (siendo estos animales los ultimos en levantarse cuando se entra
en el corral).
o Periodo breve de vomitos, diarrea leve, tos y epistaxis. Rapido aumento del pulso,
insuficiencia cardiaca y respiratoria.
o Cianosis en piel de la nariz, orejas, patas y al final de todo el cuerpo.
o Fase terminal:
= Posicion de perro sentado. Disnea grave con respiracion oral (abdominal) y
disminucion brusca de la temperatura rectal.
= Secrecién abundante, espumosa y tefiida de sangre a traves de los ollares y la
boca, antes de la muerte.
* Muerte dentro de las 24 - 36 horas del desarrollo de los signos clinicos. En
animales jovenes la muerte puede presentarse tan rapidamente que no
Ileguen a observarse los signos anteriormente mencionados.

= En reproductoras se han descrito abortos de forma ocasional.
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= Las tasas de morbilidad y mortalidad oscilan alrededor del 30 - 35%,
dependiendo de la experiencia inmunoldgica de la explotacion.

= Qcasionalmente muerte subita sin signos clinicos.

1.9.3. Cuadro agudo.
Se presentan los siguientes signos * %:

o En el mismo o en diferentes corrales dentro de la nave, aparecen muchos cerdos
afectados con fiebre (40.5-41°C). Los animales enfermos rechazan la comida, no
quieren beber y estan deprimidos .

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

o Evidente pérdida de condicion corporal después de 24 horas de iniciarse la
enfermedad.

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

o La muerte se debe a una combinacion de una falla cardiaca y de toxinas producidas
por el organismo.

o Es posible observar cualquier tipo de evolucion: desde la muerte de animales en
pocos dias hasta la evolucion a la forma crénica.

o La morbilidad es muy alta (10 - 50%) y la mortalidad oscila entre el 3 - 30% en
animales de engorda y superior al 40% en cerdos mas jovenes. Las tasas de
morbilidad y mortalidad dependen de la virulencia de la cepa y de las condiciones

ambientales en particular
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1.9.4 Cuadro cronico.
Los signos més caracteristicos son los siguientes. ** %

o Aparece después del cuadro agudo. No existe fiebre y se observa tos variable e
intermitente.

o Apetito reducido, intolerancia al ejercicio (estos animales son los ultimos en
levantarse cuando se entra en el corral). Presentan neumonia caracterizada por
respiracion abdominal debido a una pleuritis muy dolorosa.

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

o Los cerdos sobrevivientes presentan un marcado retraso de crecimiento

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

jévenes.

1.9.5 Patologia macroscopica
Se localizan principalmente en el aparato respiratorio y varian de acuerdo al cuadro de la

enfermedad 2®%°.

Cuadro hiperagudo: la trdquea y los bronquios estan llenos de exudado mucoso,
espumoso y tefiido con sangre. Las areas con neumonia fibrinohemorragica severa
presentan exudado fibrinoso y un color rojo oscuro. También podemos observar pleuritis

serofibrinosa 2%%°,

Cuadro agudo: los pulmones presentan un cuadro de neumonia fibrinohemorragica severa,
que abarca parte de l6bulos caudales y los I6bulos craneales, encontrandose también en los
primeros areas de infarto rojo de tamafio variable. La inflamacion de la pleura es muy
aparente y la cavidad toracica contiene liquido sanguinolento. A medida que las lesiones
avanzan, la pleuritis fibrinosa se vuelve fibrosa y puede adherirse tan fuerte a la pleura
parietal que el parénquima pulmonar puede permanecer fijado a ésta cuando se extraen los

pulmones en el examen post-mortem 2%,
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Cuadro cronico: las lesiones se retraen y disminuyen de tamafio a medida que la
resolucion progresa, hasta que permanecen nddulos de diferentes tamafios (abscesos firmes
bien delimitados), la mayoria de ellos localizados en el I6bulo caudal. Estos nodulos
pueden asociarse con areas de pleuritis fibrosa adherente. Una elevada incidencia de
pleuritis crénica al sacrificio es muy sugerente de la presencia de Pleuroneumonia

Contagiosa Porcina *°.

1.9.6 Patologia microscopicas.

En las areas pulmonares afectadas de la forma aguda, se observa una intensa congestion,
hemorragia y edema alveolar. En estos tejidos los septos interlobulillares aparecen
engrosados por el edema intersticial, con los vasos linfaticos dilatados, y presencia de
células inflamatorias y eritrocitos entre las redes de fibrina * 2",

Los alvéolos contienen células inflamatorias, células descamadas y abundante fibrina. Las
zonas que corresponden a infartos presentan necrosis coagulativa asociada con vasculitis y

31

trombosis Alrededor de los focos de necrosis destaca una franja celular basofila

formada por acumulos de neutréfilos modificados de aspecto fusiforme, que llenan la luz
alveolar %3,
Las lesiones en vias aéreas se manifiestan en forma de exudado fibrinoso compuesto por

células epiteliales, células inflamatorias y fibrina. La pleuritis es serofibrinosa .

Si el proceso evoluciona hacia la cronicidad tiene lugar la proliferacion de tejido de
granulacion alrededor de las zonas de necrosis, que posteriormente son limitadas por una
capsula de tejido conectivo. Estas lesiones contienen un elevado numero de
microorganismos, lo que determina un estado de animales portadores crénicos, pudiendo
tener lugar una exacerbacion de los sintomas y la aparicion de complicaciones debidas a la

intervencion de otros microorganismos oportunistas .
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1.10 Diagndstico de laboratorio.

Aislamiento bacteriologico.

Para el aislamiento bacteriano se utilizan muestras que incluyen los pulmones y las tonsilas.
En el laboratorio se realiza la toma de diversas zonas del pulmon, de preferencia de zonas
con lesiones bien delimitadas, incluso encapsuladas, mejor de la periferia que del centro.
También pueden tomarse muestras mediante hisopos del parénquima pulmonar al que se
accede durante la necropsia después de cauterizar con una espatula al rojo la superficie del
organo. Es conveniente el uso de medios de transporte, como el medio de Stuart, que
prolongan la supervivencia del microorganismo al laboratorio. En animales vivos se ha
descrito una técnica de toma de muestra por biopsia de tonsila 3% .

El agar sangre es un medio que se utiliza con una estria nodriza de especies productoras de

factor V/, ademas posee la ventaja de manifestar hemélisis **.

Serologia y tipificacion.

La serotipificacion es el método comunmente 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 antisueros especificos policlonales o monoclonales. Un
inconveniente del serotipado tradicional incluye la presencia de reacciones cruzadas .
Se han descrito un sinfin de reacciones cruzadas, que dificultan una buena conclusion del
serotipo, aunque son especialmente importantes las debidas al caracter inmunodominante
del LPS y que hacen reaccionar a los serotipos 1, 9y 11, el 4 con el 7 y, finalmente, el 3, 6
y 8; otras reacciones se deben a la contaminacion del reactivo diagnostico con antigenos de

origen citoplasmatico, debido a una manipulacién o procesado inadecuados. *°

Fijacion del complemento

Al principio fue utilizada como un método de deteccion de especie y posteriormente se
empleé como una prueba de deteccién del serotipo. Los antigenos se preparan por
sonicacién de una suspension de bacterias, tomando el sobrenadante. Se requiere la

presencia de complemento, que es suero fetal bovino y el suero problema.
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La fijacion del complemento es mas especifica que la hemaglutinacion indirecta, porque
es capaz de distinguir entre Actinobacillus pleuropneumoniae y Haemophilus parasuis pero
su validez para el serotipado es cuestionada ya que la frecuencia de falsos negativos es
alta’. La realizacion de esta prueba es un proceso laborioso y complejo, que requiere un
elevado grado de estandarizacion para su éxito y con inconvenientes técnicos que lo

complican.’® %

ELISA

En la actualidad el procedimiento de ELISA mas utilizado es el que detecta anticuerpos
contra la toxina Apx IV. Esta toxina es producida sola y Unicamente por Actinobacillus
pleuropneumoniae y por ninguna otra especie bacteriana, y solamente cuando la bacteria
esta viva en el animal. Ademas, cerdos vacunados con bacterinas o con la vacuna a base de
toxinas, no presentan ninguna reaccion seroldgica, lo que permite de diferenciar animales
vacunados de aquellos infectados. EI inconveniente de este kit, es que no diferencia entre
los serotipos. Muchas granjas estan infectadas por varios serotipos de Actinobacillus
pleuropneumoniae, la mayoria de los cuales no son patdgenos. Estas granjas daran
resultados positivos, y no se podra diferenciar de otra granja que este infectada con un

serotipo gravemente patgeno *’ .

Aglutinacion y coaglutinacion

Son métodos simples, rapidos o lentos (aglutinacion), para la identificacion y serotipado de
cepas de Actinobacillus pleuropneumoniae. Existen tres variantes Gtiles de la aglutinacion:
la reaccion lenta en tubo, la aglutinacion en tubo con 2-mercaptoetanol (2-ME), y la rapida
en portaobjetos. Con el antisuero se practican diluciones seriadas, que se mezclan con el
antigeno a partes iguales y el resultado de la aglutinacion se determina por inspeccion

visual 8.
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Deteccion directa

Los metodos convencionales de aislamiento e identificacion necesitan, al menos, de 3-4
dias, por lo que los procedimientos que identifican el agente directamente en muestras
clinicas son de inestimable ayuda, al acortar el tiempo necesario para aplicar las medidas de
control més adecuadas. Se incluyen la coaglutinacién, técnicas inmunohistoquimica o la

reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) 10243940,

Inmunohistoquimica

Se ha descrito la técnica de inmunohistoquimica basada en la utilizacion de antisueros
especificos de serotipo, que se revelan con sueros secundarios marcados con peroxidasa,
pudiendo amplificarse la reaccién mediante un tercer suero antiperoxidasa marcado con
peroxidasa. También pueden emplearse sueros primarios marcados con biotina, en cuyo
caso se revela la reaccion con los complejos avidina-peroxidasa o estreptavidina-biotina-
peroxidasa. Son técnicas rapidas, faciles de ejecutar y que permiten el empleo de muestras

fijadas antiguas .

PCR

Es un método eficaz para la deteccion y el tipificado de Actinobacillus pleuropneumoniae,
y se plantea como una alternativa a los métodos inmunologicos. Se utilizo por primera vez
en 1991 con primers inespecificos *.

Finalmente, en base a la secuencia del gen aroA, también se ha desarrollado un sistema
PCR-RFLP que permite la separacion de los doce serotipos del biotipo | en tres grupos,

aunque se presentan reacciones cruzadas con Actinobacillus. equuli *.

Deteccion indirecta

Se han utilizado diversos procedimientos para la identificacion de anticuerpos en animales
infectados, como la aglutinacion en tubo con 2-ME, la hemoaglutinacién indirecta, el
immunoblotting, el radioinmunoensayo, la fijacion del complemento, el ELISA y la

neutralizacion de la hemolisina Apx 1 **.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo principal

Evaluar la colonizacion por Actinobacillus pleuropneumoniae en tonsilas de lechones

menores de 4 semanas de edad en condiciones de granja comercial.

2.2 Objetivos secundarios

Estandarizar la técnica de aislamiento de Actinobacillus pleuropneumoniae a partir de

tonsilas obtenidas de lechones muertos.

Establecer la edad minima de colonizacion por Actinobacillus pleuropneumoniae en

tonsilas.

Evaluar la presencia de Actinobacillus pleuropneumoniae en las 4 primeras semanas de

vida.
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3. MATERIAL Y METODOS

3.1 Lugar de Muestreo

El estudio se realizdo en la granja porcina “Campoamor” ubicada en el municipio de
Texcoco, Santiago Cuautlalpan (Calle General Mariano Ruiz #121), Edo de México

altitud de 2.260 metros sobre el nivel del mar, latitud 19.4167, temperatura 29 C, humedad
12%, precipitacion pluvial media anual de 686.0 mm.

Cuenta con 2000 vientres en ciclo completo, y un inventario de 18,500 cerdos en linea de

produccion.

3.2. Lugar donde se trabajaron las muestras
Las muestras fueron procesadas en el laboratorio de virologia del edificio de posgrado en
campo 1 de la Facultad de Estudios Superiores Cuautitlan, UNAM

3.3. Raza de los animales

La linea que se maneja en la explotacién es Landrace, York, Duroc-Pietrain y Hamp.

3.4 Muestreo

Se tomaron aleatoriamente cerdos de las cuatro primeras semanas de vida, 15 cerdos por
semana para tener un muestreo de 60 cerdos los cuales seleccionados no excediendo las 2
primeras horas posteriores a la muerte, cabe mencionar que un porcentaje de estos fue
sacrificado. Para la toma de muestra se realiz6 la diseccion aséptica de las tonsilas de
aproximadamente 1cc®® dos profundas incisiones mediales a las ramas de la mandibula,
luego se introdujo por una de estas incisiones el dedo indice en la cavidad oral para sacar la
punta de la lengua por la otra. Una vez hecho esto, se cortaron las adherencias de la lengua
a la sinfisis mandibular, se extrae la lengua de forma ventral hasta su completa exposicion,
momento en el que queda al descubierto las tonsilas palatinas, con una pinza de diseccion
con dientes y una tijera quirdrgica punta roma se realiz6 la extraccion de las tonsilas, se
colocaron en una bolsa de nylon auto sella. Las muestras se transportan conservandolas en

congelacién 4 C.
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3.5 Cultivos bacterianos de las muestras
Las tonsilas fueron trabajadas en maceradores tipo Tem Broek con 5 ml de PBS (“Buffer”
de fosfatos) esteéril, después de que el tejido se disgregdé completamente, se pasa a tubos y

se congelan a -20 C.

3.6 Aislamiento e Identificacion.

Cada muestra fue sembrada en diferentes medios de cultivo Agar Sangre, Agar Infusion
Cerebro Corazon (agar BHI), Agar PPLO los cuales fueron preparados segun las
especificaciones del proveedor, a cada caja con el cultivo se le colocd una estria de cepa
nodriza ( Staphylococcus aureus).

A todas las bacterias que se aislaron se les realizaron pruebas bioquimicas primarias, como
primer paso de identificacion, posteriormente se realizaron algunas pruebas bioquimicas

secundarias como son dependencia del factor V; del factor X, y aziicares®
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4. RESULTADOS

Las bacterias aisladas y purificadas en los diferentes medios de cultivo, se colocaron en la
estufa bacteriologica a 37 C por 24 hr, posteriormente se les realiz6 la tincion de Gram
dando como resultado Gram negativas observadndose bacilos cortos o cocobacilos. En el
agar sangre a tras luz se observo el satelitismo, era evidente el crecimiento de las colonias
alrededor de la cepa nodriza y se observé también la hemdlisis (Imagen No.1), en el agar

BHI como lo muestra la (Imagen 2) se observa el satelitismo.

Imagen No 1 Imagen No. 2
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En la Tabla 3 se puede observar que las bacterias aisladas que mostraron tener la forma de
cocobacilo y fueron Gram negativas, fueron positivas a las siguientes pruebas bioquimicas,

lo cual permitié identificar A. pleuropneumoniae

Tabla 3.- Pruebas para identificar A. pleuropneumoniae

A

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

Prueba

Acido de +
glucosa

Ureasa
Hemdlisis
CAMP
V-dependencia

+ |+ |+ +
+

X-dependencia
Catalasa - +

Produccion de
Indol

De las 15 muestras por grupo se obtuvo el aislamiento de A. pleuropneumoniae como se
muestra en la tabla 4 y en la gréafica 1 se observan las tasas de colonizacion por edad

semanal y el nivel de inmunidad materna.

Tabla 4. Numero de aislamientos positivos y porcentajes de A. pleuropneumoniae en las

cuatro semanas de edad.

SEMANA DE EDAD POSITIVOS PREVALENCIA
SEMANA 1 4/15 26 %
SEMANA 2 3/15 20 %
SEMANA 3 5/15 33%
SEMANA 4 7/15 46 %
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Graéfica 1. Presencia de A. pleuropneumoniae en las primeras 4 semanas de vida.
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Se realizé la prueba de Analisis de Varianza para determinar si habia diferencia estadistica
entre los grupos de edades de lechones. El resultado del andlisis es que la colonizacion es

igual en todos los grupos y no hay diferencia estadisticamente significativa, con un p< 0.05
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5. DISCUSION

La infeccion se produce por aerosol o por contacto directo entre animal enfermo y animal
sano. En estudios de infeccion experimental se ha podido demostrar que A.
pleuropneumoniae coloniza las tonsilas y el epitelio alveolar. En el pulmén el
microorganismo es fagocitado rapidamente por los macréfagos alveolares, pero debido a la
produccién de las toxinas Apxl, ApxIl y ApxIll que tienen un marcado efecto tdxico 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 gque comienzan a ser evidentes a las tres horas post-

infeccion y contintan, después, de forma progresiva Gottschalk, M. (2012)*

En este trabajo se determind que A. pleuropneumoniae es capaz de colonizar a los cerdos
desde la primera semana de edad, lo que concuerda con Marsteller y Fenwick ** que

indican esta posibilidad cuando los cerdos de la maternidad estan infectados

Se ha establecido que A. pleuropneumoniae es un colonizador tardio. Se considera que el
destete a una edad de 10 dias reduce el riesgo de colonizacién hasta en un 90% Mendoza y
Ciprian, 2002 *®, y que el destete a 16 dias reduce en un 50% el riesgo de encontrar un
cerdo colonizado. Estas tasas de colonizaciéon pueden variar de acuerdo a la inmunidad
materna, sin embargo en el trabajo de tesis se tuvieron 7 muestras positivas de 30 muestras

totales de las primeras dos semanas de vida, lo que representa un 23.3 % de prevalencia.

Para la semana 3 de edad se encontraron 5 muestras positivas, lo que aunado a las 7
muestras de las primeras dos semanas nos da un total de 12 positivos de 45 animales
muestreados, con un 26.6 % de prevalencia. Esta es la edad en que habitualmente se
desteta a los cerdos en granjas comerciales, por lo que la posibilidad de enviar cerdos
positivos es alta, sin embargo difiere de Mendoza y Ciprian A (2002)*® quienes marcan que
de los 18 a 20 dias de edad la probabilidad de positividad es del 50 %.

28



En el periodo de lactancia la transmision de la infeccion debe atribuirse a la cerda madre,
ya que es la fuente mas cercana de contaminacion por contacto directo de A.
pleuropneumoniae, sobre todo si las divisiones entre una jaula de maternidad y otra son de
un material sélido. En el caso de panel de alambre metélico existe la posibilidad de
transmision entre lechones de una camada a otra. Debe considerarse una investigacion
sobre esta posibilidad de difusion de la infeccién en base a la variable de material de

construccion de la jaula.

En la cuarta semana de edad se establece una prevalencia de 46 % de cerdos colonizados.
En este incremento en la tasa de infeccidon debe considerarse la transmisién horizontal entre

cerdos con diferente nivel de colonizacion.

Un factor que en este caso al parecer no tiene un papel significativo es la inmunidad
materna, ya que aun en este grupo se detecta una inmunidad del 100 % de cerdos
muestreados y sin embargo la tasa de colonizacidn se increment6 considerablemente con
relacion a los grupos de menor edad. Esto sugiere que la mezcla de cerdos y la posibilidad
de transmision horizontal es un factor de gran importancia en la infeccién, probablemente
mas significativo que la proteccion que pueda brindar la inmunidad materna. En otro
trabajo, Chiers y cols. (2002)% estudiaron los perfiles serolégicos y de infeccién en
distintas granjas, con distinto tipo de instalaciones. Demostraron que la infeccion por A.
pleuropneumoniae serotipo 2, en un estudio longitudinal, se establecia en animales de 12
semanas, donde también encontraron lesiones compatibles con infeccion por A.
pleuropneumoniae. A las 16 semanas encontraron en los mismos animales infeccion por
serotipo 10, especulando que la misma era producto de la mezcla de los animales en el
engorde. En otras granjas determinaron que titulos de anticuerpos calostrales decrecian a
las 8 semanas de vida, estableciendose seroconversion a partir de las 16 semanas, lo que

denotaba que la infeccidn se producia a partir de la semana 12.
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Estos autores encontraron colonizacion de tonsilas y cavidad nasal por A.
pleuropneumoniae a partir de las 4 semanas de vida, confirmando que puede establecerse la
infeccion en presencia de anticuerpos calostrales, pero no encontraron colonizacion
pulmonar hasta las 12 semanas, especulando que tales anticuerpos podrian prevenir la

infeccion pulmonar.

Sin embargo animales con tonsilas y cavidad nasal positivas eran negativos
serologicamente, sugiriendo que tal infeccion no provoca seroconversion. No obstante ello
debe considerarse que el método seroldgico utilizado tal vez no era lo suficientemente

sensible para detectarlos

Sjolund M y cols. (2010)* , evaluaron la correlacién de cantidad de anticuerpos en la
madre y los lechones, encontrando una correlacion positiva entre alta inmunidad en la
madre igual a alta inmunidad del lechon. A pesar de la elevada inmunidad se detect6 cerdos
a las 9 semanas de edad, lo que se puede interpretar como una colonizacion a pesar de la

alta inmunidad, lo que concuerda con nuestros hallazgos.

Utrera V. y cols.(2002)%’ reportan una mejora en la proteccion de los lechones cuando la
madre tiene titulos elevados de anticuerpos inhibidores de hemolisinas, sin embargo su

medicidn es en base a efecto clinico, no en colonizacion, como fue el caso.

Estos resultados ponen en duda la utilidad del destete temprano como una posibilidad de
eliminacién de A. pleuropneumoniae. De acuerdo a Muirhead y Alexander (2007)* no se
desarrollaban colonizaciones tan prematuras, por lo que se establecia la posibilidad de

destetar de menos de 21 dias de lactancia sin riesgo de transmision de la infeccion.
Histéricamente se ha considerado que A. pleuropneumoniae coloniza hasta que la

inmunidad materna se ha terminado, sin embargo en esta tesis se tuvieron 19 muestras

positivas, lo que representa un 31.6 % de frecuencia.
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Aun en presencia de inmunidad materna se observa colonizacion, lo que determina el riesgo
de enviar cerdos infectados a sitios 2 y 3, con la consecuente posibilidad de desarrollar la

enfermedad.

Estos resultados ponen en duda la utilidad del destete temprano como una posibilidad de

eliminacion de A. pleuropneumoniae.

De acuerdo a Muirhead y Alexander”® no se desarrollaban colonizaciones tan prematuras,
por lo que se establecia la posibilidad de destetar de menos de 21 dias de lactancia sin

riesgo de transmision de la infeccion.

El procedimiento de macerado del tejido tonsilar resulto ser un procedimiento adecuado
para el aislamiento de A. pleuropneumoniae y seria Util hacer una comparacion con otras
técnicas de diagndstico como raspado epitelial, inmunohistoquimica y PCR para detectar

antigenos de A. pleuropneumoniae y correlacionar con la sensibilidad de la prueba.
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6. CONCLUSIONES

La técnica de aislamiento de Actinobacillus pleuropneumoniae en macerados de

tonsilas obtenidas de lechones muertos, resulté una buena opcién.
Se observo que hay colonizacion de Actinobacillus pleuropneumoniae en tonsilas
de lechones menores de 4 semanas de edad en condiciones de granja comercial, con

un 31.6 % en un tamafio de muestra de 60 lechones.

En la primera semana de edad en este estudio se establece como la edad minima de

colonizacion por Actinobacillus pleuropneumoniae en tonsilas.
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