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FACULTAD DE ESTUDIOS SUPERIORES CUAUTITLAN

(e i) SECRETARIA GENERAL
SR DEPARTAMENTO DE TITULACION
Rl B ER L N
"/,'il‘wllg}mp NACéO&AL rlA AL Y RO
B X i e Tl dA LY 3
MWAEW ASUNTO: V org A}_’R%FATORIO

M. en C. JORGE ALFREDO CUELLAR ORDAZ
DIRECTOR DE LA FES CUAUTITLAN
PRESENTE

ATN: LA. LAURA MARGARITA CORTAZAR FIGUEROA
Jefa del Departamento-dé Titulacion
‘@éla FES Clhiadtitan.

Con base en el Reglamento General de Examenes, y |a Direccidn de la Facultad, nos permitimos comunicar a usted
que revisamos €l trabzjo de: Tesis

Evaluacion de Actinobacillus pleuropneumoniae en muestras de pulmones neumaénicos de cerdos por PCR

Que presenta fa pesante: Ana Cecilia Falcon Missett
Con numero de cuenta: 309089261 para obtener el Titule de: Licenciada en Bioquimica Diagnostica

Considerando que dicha trabajo relne los requisitos necesarios para ser discutido en el EXAMEN PROFESIONAL
caorrespondlente, ofergamos nuestre VOTO APROBATORIO.

ATENTAMENTE :
“POR M| RAZA HABLARA EL ESPIRITU”
Cuaubtlan lzcalli, Mex. a 04 de Junio de 2021,

PROFESORES QUE INTEGRAN EL JURADO

NOMBRE FIRMA
. . (‘f&n‘m‘(e \P“.L den Eﬁ.«m
PRESIDENTE Dra, Susana Elisa Mendoza Elvira
VOCAL M. en C. Ana Laura Vazquez Martinez
SECRETARIO Q.F.B. Jonathan Pablo Paredes Judrez

ler. SUPLENTE L.B.D. Larisa Andrea Genzilez Salcedo

2do. SUPLENTE Dra. Maria Eugenia Aranda Barradus

NOTA: los slnodales suplentes estén obligzdos a presentarse ¢ dia y hora ded Examen Profesions|

LMCF/javg



FACULTAD DE ESTUDIOS SUPERIORES CUAUTITLAN
SECRETARIA GENERAL
DEPARTAMENTO DE TITULACION

b

A ATAL D ELTI N

ASUNTO: vﬁ’fq’ﬁﬂommmo

M. en C. JORGE ALFREDO CUELLAR ORDAZ Ggibas

DIRECTOR DE LA FES CUAUTITLAN 5 oA
PRESENTE ."~ Sy

ATN: LA. LAURA MARGARITA CORT: UEROA

Jefa del Departatheénto-d¢ Titulacién

@61 FER ClFGtitlan.

Con base en el Reglamento General de Examenes, y la Direccion de la Facultad, nos permitimos comunicar a usted
que revisamos el rabajo de: Tesis

Evaluacion de Actinobacillus pleuropneumoniae en muestras de pulmones neuménicos de cerdos por PCR

Que presenta la pasante: Ana Cecilla Falcdn Missett
Con nimero de cuenta: 309089261 para obtener el Titulo de: Licenciada en

Considerando que dicho trabajo redne los requisitos necesarios para ser discutido en el EXAMEN PROFESIONAL
correspondiente, otorgamas nuestro VOTO APROBATORIO

ATENTAMENTE
“POR MI RAZA HABLARA EL ESPIRITU"
Cuautitian Izcalli, Méx. 3 04 de Junio de 2021,

PROFESORES QUE INTEGRAN EL JURADO

NOMBRE FIRMA
PRESIDENTE Dra. Susana Elisa Mendoza Elvira
.', 4
VOCAL M. en C. Ana Laura Vizquez Martinez Cols /am Vo s /3.
A

SECRETARIO _Q.F.B. Jonathun Pablo Paredes Judrez

Ler. SUPLENTE L.B.D. Larisa Andrea Gonzalez Salcedo

2do. SUPLENTE Dra. Maria Eugenia Aranda Barradas

NOTA! los sinodales suplentes estin obligades a presentarsa f dia y nora del Examen Profesionsl.

LMCF/javg
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FACULTAD DE ESTUDIOS SUPERIORES CUAUTITLAN
SECRETARIA GENERAL
DEPARTAMENTO DE TITULACION

a M

VMIVERADAD HACIONAL WAIAL 2
AVIMA DE CadraR LA AR
fpins ASUNTO: votg A)“}(OBATORIO
M. en C. JORGE ALFREDO CUELLAR ORDAZ Rt
DIRECTOR DE LA FES CUAUTITLAN 8 a0
PRESENTE T

ATN: LA. LAURA MARGARITA CORTAZAR FIGUEROA
Jefa del Departamentode Thtulacion
dela FES Clidotitldn.

Con base en &l Reglamento Genaral da Examenes, y |a Diraccion de ta Facultad, nos permitimas coemunicar a usled
que revisamos ol irabajo de. Tesis

Evaluacion de Actinobacilius pleuropneumoniae en muestras de pulmones neumdnicos de cerdos por PCR

CQue presenta 5 pasante. Ana Cocilia Falcon Missett
Con nisnero de cuenta 309089261 para obsaner el Titulo de: Licenc

Consderando que dicho trabajo redne los requisios necesancs para sor disculdo en of EXAMEN PROFESIONAL
correspondiente, atorgamas ruestro VOTO APROBATORIO

ATENTAMENTE
“POR MI RAZA HABLARA EL ESPIRITU™
Cuautitian lzcaill, Méx. a 04 de Junio de 2021

PROFESORES QUE INTEGRAN EL JURADO

NOMERF FIRMA
% doed i-\ium - \P-‘.L s ((.n
PRESIDENTE Dra. Susana Elisa Mendoza Elvira
VOCAL M. en C. Ana Laura Vizquez Martinez

SECRETARIO QF.B. Jonathan Pablo Paredes Jusiirez ,ﬁ

ler. SUPLENTE L.B.D. Larisa Andrea Gonzilez Salcedo

2do. SUPLENTE Dirs. Maria Eugenia Aranda Barmdis

NOTA 06 Snodales suglartes estidn obigados & presantarse o & y hors dof Examen Prolesiong!

M



FACULTAD DE ESTUDIOS SUPERIORES CUAUTITLAN

= 90 SECRETARIA GENERAL
,;M DEPARTAMENTO DE T[TL.].LACIGN
VHIVERSDAD Maciomal LBl
pubiema LE ASUNTO: VOTO APROBATORIO
I::']{:\I:’l' e e i

fa el
e -

M. en C. JORGE ALFREDO CUELLAR ORDAZ
DIRECTOR DE LA FES CUAUTITLAN
PRESENTE

-

ATN: LA. LAURA MARGARITA CORTAZAR FIGUEROA
Jefa del Departaiivento de Titulacion
‘Al FESEEa el an,

on base en el Reglamento General de Examenes, v |2 Direccion de la Facultad, nos permitimas comunicar & wsled
que revisamaos el trabajo de: Tesis

Evaluacidn de Actinobacillus plevropneumonize en muestras de pulmoneas neumdanicos de cerdes por PCR

Cue presenta ka pasante: Ana Cecllla Falcdn Misselt
Con nimero de cuenta; 309088261 para oblerar el Tilulo de: Licenciada en B

Considerande que dicho frabajo redne los requisitos necesanos para ser discutido en ol EXAMEN PROFESIONAL
corespondients, atorgamaos nuestra VOTO APROBATORIO.

ATENTAMENTE
“POR M| RAZA HABLARA EL ESPIRITU"
Cuautittan [zoal, Mex. a 04 de Junio de 2021,

PROFESORES QUE INTEGHRAN EL JURADO

ROMEBRE FTRN A
PRESIDENTE Drea, Susana Elisa Mendora Fh'iTE.L

VIOCAL M, en €. Ana Laura Vazquez Martinez

SECHRETARIO Q.E.B. Jonathan Pablo Paredes Tudrez :
ler. SUPLENTE ~ L.B.D. Larisa Andrea Gonzilez Salcedo :’E'j“““f':r‘;)""'aﬂ‘r .

Ido. SUPLENTE [ora. Maria Fugenia Aranda Barradas

MNOTA: los sinodales suplentes estin sbligadas a presentarse el dia y hora del Examen Profesional.

LNACF g



FACULTAD DE ESTUDIOS SUPERIORES CUAUTITLAN
SECRETARIA GENERAL
DEPARTAMENTO DE T_ITULACI(]N

WHIVERSEAD Macioual AR AL BT
AVPEMA DE ASUNTO: VOTO APROBATORIO
Menco A B R
M. en . JORGE ALFREDO CUELLAR ORDAZ
DIRECTOR DE LA FES CUAUTITLAN
PRESENTE

ATN: LA, LAURA MARGARITA CORTAZAR FTIGUEROA
Jefa del Departamento de Titulaciin
deta FERCGtitan.

Con base en &l Reglamento General de Examengs, v la Direccion de la Facultad, nog permitimos comunicar 2 usied
fue revisamas el rabajo de; Tesis

Evaluacion de Actinobacillus plevropneumaniae en muestras de pulmones neumdnicos de cerdos por PCR

Que presenta fa pasante: Ana Cecilia Falcdn Misselt
Con namer de cuents; 309089261 para abiener el Titulo de: Licenciada en Biequimica Diagnastica

Considerardo que dicha trabajo redne los requisitos necesarios para ser discutido en el EXAMEN PROFESIONAL
correspondients, atargamas nuestro VOTO APROBATORIO.

ATENTAMEMNTE
“POR M RAZA HABLARA EL ESPIRITU"
Cuautitan lzeal, Més. a 04 de Junio de 2021,

FROFESORES QUE INTEGRAN EL JURADO

ANOMEBRE FIRMA
PRESIDENTE s, Susana Elisa Mendoza Elvim )
VI AL M. en C. Ana Loura Viegues Martines -
SECHETARIO (. F.B. Jonathan Pablo Paredes Judrez ) -
ler, SUPLENTE L.B.I), Larisa Andrea Gonedlez Salcedo o
NTT - g . N
Zdo. SUPLENTE [ra. Maria Eugenia Aranda Barradas - 1

MOTA: los sinodales suplamtes estdn ooligadas a presertarse & dia y hora del Examen Profesional.

LIWACF g
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SECRETARIA GENERAL
7 DEPARTAMENTO DE TlTULAClON
VAIVERSEAL FACKONAL . errn
AVENMA
g ASUNTO: VOTO ,urigg% 6&10
M. en €. JORGE ALFREDO CUELLAR ORDAZ ”"""}%
DIRECTOR DE LA FES CUAUTITLAN i LA
PRESENTE vl
ATN: LA. LAURA MARGARITA CORTAZAR FIGUEROA
Jefa del Departaments d cién
de la FES n

Con base en el Reglamento General de Examenes, y la Direccion de 1a Facultad, nos permitimos
comunicar a usted que revisamos la: Tesis

Evaluacién de Actinobacillus pleuropneumoniae en muestras de pulmones neumdnicos de
cerdos por PCR

Cue presenta la pasante. Miram Morales Islas

Con nimero de cuenta 308131986 para oblener el Titulo de Licenciada en Bioquimica Diagnéstica

Considerando que dicho trabajo relne ios requisitos necesarios para ser discutido en el EXAMEN
PROFESIONAL correspondiente, oforgamos nuestro VOTO APROBATORIO.

ATENTAMENTE
"POR M| RAZA HABLARA EL ESPIRITU”
Cuautian [zcali. Méx. a 04 de Junio de 2021

PROFESORES QUE INTEGRAN EL JURADO

NOMEBRE FIRMA
’nvl...... - ll'_$ - f(—‘
PRESIDENTE Dra. Susana E. Mendoza Elyira = 5
VOCAL M. en C. Ana Luura Vizquez Martinez L

SECRETARIO QFB. Jonathan Pablo Paredes Judrez

ler, SUPLENTE LBD, Lariss Andres Gonzdlez Salcedo

2do. SUPLENTE ~ Dra Maria Eugenia Aranda Barradas
NOTA: les inodslos yuplentes estdn obligados & peesentarse el da y hore del Tuamen Profesionsl

LMICF ave



FIL.TAD DE ESTUDIOS SUPERIORES CUAUTITLAN

SECRETARIA GENERAL
DEPARTAMENTO DE TITULACION
o g JUS R A
VNIVERSDAD NAC)ONAl | _..!:F'.:';.-;?’m.mrn
ABEMA ASUNTO: VOTO APR

MEZKO

M. en C. JORGE ALFREDO CUELLAR ORDAZ
DIRECTOR DE LA FES CUAUTITLAN
PRESENTE

ATN: LA. LAURA MARGARITA CORT
Jefa del Mammmén
dela FESC n.

ConbeseenelReglarnemoGemrzdeExm,beIreccwnde!aFacwad,nospennitimos
comunicar a usted que revisamos la: Tesis

Evaluacién de Actinobacillus pleuropneumoniae en muestras de pulmones neuménicos de
cerdos por PCR

Que presenta la pasante: Miriam Morales Islas ’

Con niimero de cuenta: 308131996 para obtener el Titulo de: en m bstica

mquemmmmmmmmmmmwmamm
PROFESIONAL carrespondients, otorgamos nuestro VOTO APROBATORIO,

ATENTAMENTE
"POR MI RAZA HABLARA EL ESPIRITU"
Cuautitian izcalli, Méx. 5 04 de Junio de 2021.

PROFESORES QUE INTEGRAN EL JURADO

NOMBRE FIRMA
PRESIDENTE Dra. Susana E. Mendoza Elvira ‘ e
VOCAL M. en C. Ana Laura Viizquez Martinez (Daﬁ«rc\:éégﬁwa s .
SECRETARIO QFB. Jonathan Pablo Paredes Judrez

ler. SUPLENTE LBD. Larisa Andrea Gonzélez Salcedo

2do. SUPLENTE Dra. Maria Eugenia Aranda Barradas
NOTA: los sinodales suplentes estdn obligados 3 presentarse el dia y hora de’ Examen Profesional.

LMCF/javg
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SECRETARIA GENERAL

s DEPARTAMENTO DE TITULACION
VXIV!MJA‘J.»(AL " o4 -::x::

NMHMRO TORIO

M. en C, JORGE ALFREDO CUELLAR ORDAZ
DIRECTOR DE LA FES CUAUTITLAN
PRESENTE

ATN: LA. LAURA MARGARITA comuAR‘ﬁ EROA
Jefa del Departamenty 86" ifitacion
de la FES n

Con base en el Reglamento General de Examenes, y Ia Direccion de ke Facultad, nos permitimos
comunicar a usted que revisamos la; Tesis

Evaluacién de Actinobacillus pleuropneumoniae en muestras de pulmones neuménicos de
cerdos por PCR

Cue presenta la pasante: Mirkam Morales Islas
Con nimero de cuenta: 308131996 para oblener & Tiluko de: Licenciada en Bioquimica Diagnéstica

Considerando que dicho Irabajo reine los raquisitos necesarios para ser discutido en el EXAMEN
PROFESIONAL corespondients. oforgamos nuestro VOTO APROBATORIO

ATENTAMENTE
"POR M| RAZA HABLARA EL ESPIRITU"
Cuautighn tzcali, Méx. a 04 de Junio de 2021,

PROFESORES QUE INTEGRAN EL JURADO

NOMBRE FIRMA
. < -{.".; -
PRESIDENTE Dra. Susana E. Mendoza Elvira .
VOCAL M.en C. Ana Laura Vizquez Martinez e

SECRETARIO QFB. Jonathan Pablo Puredes Judrez

ler. SUPLENTE  LBD. Larisa Andres Gonzalez Salcedo

2do. SUPLENTE ~ Dra Maria Eugenia Arands Barradas

NOTA: les sintfales suplentes estin obligados o peesentarse el dla y hore del Camen Profesiondl

LMCFLave



SECRETARIA GENERAL
DEPARTAMENTO DE TITULACION

¥ of EETl
= 4 TR

£ ES CHANTITLAR
ASUNTO: VOTO APROBATORIO
A - '-1':',?’ L

M. en C. JORGE ALFREDO CUELLAR ORDAZ. i

DIRECTOR DE LA FES CUAUTITLAN i, gl
PRESENTE il g

ATN: LA. LAURA MARGARITA cunnr.m“igﬂ 2 ROA

Jefa del Departamentd de Titllacion

de la FES Cuautitlin,

Con base en ¢l Reglamenio General de Examenes, y la Direccién de la Facultad, nos pemmitimos
camumicar a usted que revisamos la: Tesis

Evaluacidn de Actinobacilius pleuropneumaoniae en muestras de pulmones neumanicos de
cerdos por PCR

e prasenta la pasante: Miriam Morales |slas
Con nimera de cuenta: 308131996 para obltener el Tilulo de: Licenciada en Bioguimica Diagnéstica

Considerando que dicho trabajo redne kos requisitos necesarios para S.Ei' discutido en &l EXAMEN
PROFESIONAL comespondients, clorgamos nuestro VOTO APROBATORIOQ,

ATENTAMENTE
"POR M| RAZA HABLARA EL ESPIRITU"
Cuautitlan [zcalli, Méx. a 04 de Junio de 2021,

PROFESORES QUE INTEGRAN EL JURADO

NOMERE FIRMA
PRESIDENTE Drra. Susana E. Mendoza Elvira i}
VOCAL M. en C. Ana Laura Vizquez Martinez
SECRETARIO OFB. Jonathan Pablo Paredes Judrer ;
ler. SUPLENTE LBD. Larisa Andrea Gonzilez Salcedo . ;l’;}“f% '

2do. SUPLENTE D H:ﬂ.ﬁ.ﬂ. Eugenia Aranda Barradas

ROTA: los sinpdales supientes estdn pbligadss o presentarse el dia y hora del Examan Profesicnal.

LMCF/[avg



TAD DE ESTUDIOS SUPERIORES QUAlITITLiN
SECRETARIA GENERAL
DEPARTAMENTO DE TITULACION

WIWDN-W e :l"-'.TT":.II'-!Z-.'

EFIOHET S ARTITLA
ASUNTO: VOTO APROBA TORIO
job o1

eyt

M. en . JORGE ALFREDO CUELLAR ORDAZ.
DIRECTOR DE LA FES CUAUTITLAN
PRESENTE _ i
ATN: LA, LAURA MARGARITA CORTAZAR ﬂ-ﬁtrﬂﬁﬂﬁ
Jefa del Depa rtaméﬁﬁ'ﬂ?’fiﬂllaﬁiﬁu
de la FIS Cualifitin.,

Con base en el Reglamenio General de Exémenes, y |a Direccidn de la Facultad, nos permitimos
comunicar a usted que revisamos la: Tesis

Evaluacién de Actinobacillus pleuropneumoniae en muestras de pulmones neumdnicos de
cerdos por PCR

Cue presenta la pasante: Miriam Morales Islas
Con nimera de cuenta: 308131996 para obtenar el Tiulo de: Licenciada en Bloguimica Diagnastica

Considerando que dicho frabajo relne ks requisitos necesarios para ser discutido en el EXAMEM
PROFESIONAL comespondients, olorgames nuestro VOTO APROBATORIO,

ATENTAMENTE

"POR MI RAZA HABLARA EL ESPIRITU"
Cuautitlan kzcall, Méx. a 04 de Junio de 2021

PROFESORES QUE INTEGRAN EL JURADO

MNOMBRE FIRMA
FRESIDENTE Dra. Susana E. Mendoza Elvira

VOCAL M. en C. Ana Laura Vizguer Martinez

SECRETARIO OFR. Jonathan Pablo Paredes hudrez -

ler. SUPLENTE LBD. Larisa Andrea Gonzdler Salcedo

2do. SUPLENTE ~ Dra Maria Eugenia Aranda Barradas _ Exfﬁ:‘?;

PeTA: los singdales supientes estdn pbligades o presentarse &l dia y hora del Examen Profesicnal,

LMCF |avg



FACULTAD DE ESTUDIOS SUPERIORES CUAUTITLAN
SECRETARIA GENERAL
DEPARTAMENTO DE TITULACION

VNIVERADAD MACIONAL Ty ge< R
ASUNTO: VOTO APROBATORIO

T

M. en C. JORGE ALFREDO CUELLAR ORDAZ ]Jc;%
55
i ,"..i” :

DIRECTOR DE. LA FES CUAUTITLAN
PRESENTE _
ATN: LA, LAURA MARGARITA CORTAZAR FIGEEROA
Jefa del Departamento de Titlacion

de la FESCumtitin,

Can base en of Roglamento General de ExAmenes, y la Dirsccitn de la Faculad, nos permitimas comumicar a vsied que
revisamos el ¥abajo de: Tesis

Evaluacion de Actinobacillus pleuropneumoniae en muesiras de pulmones neuménicos de cerdos por
PCR.

Que presenta la pasante. Saral Salazar Rosalio.
Con mumero de cuenta: 309280468 para obtener e Titulo de- Licenciada en Bioguimica Diagnéstica,

Considerando que dicho trabajo redne los requisilos necesarios pars ser discutido en ¢l EXAMEN PROFESIONAL
correspondlente, otorgamos nuestro VOTO APROBATORIO.

ATENTAMENTE
“POR MI RAZA HABLARA EL ESPIRITU"
Cuauitian zcall, Méx 3 04 de Junio de 2021,

PROFESORES QUE INTEGRAN EL JURADO

NOMBRE FIRMA
'.Q~..., - P...La.. !Lo\
PRESIDENTE Dra. Susana E. Mendozs Elvira
VOCAL M. en C. Ana Laura Vazguez Martinez
SECRETARIO Q.F.B. Jonathan Pablo Paredes Judrez
ler. SUPLENTE LBD. Lansa Andrea Gonzélez Saloedo —
2do. SUPLENTE D Maria Bugenia Arands Barradas =

NOTA los sinodaies supientes astdn obigados 4 prasontatss o dia y boes del Camen Profesional

IMCF foan®



FACULTAD DE ESTUDIOS SUPERIORES CUAUTITLAN

SECRETARIA GENERAL
7 DEPARTAMENTO DE TITULACION
-.L. : ;;'r\mu(m

ASUNTO: VOTO APROBA’I'ONO

M. en C. JORGE ALFREDO CUELLAR ORDAZ
DIRECTOR DE LA FES CUAUTITLAN
PRESENTE

ATN: LA. LAURA MARGARITA CORT

Jefa del Departamento de Fitulacion
de Ia FES-Gunuwatitlén,

Cmbaeendw&m&&Mybmath nos permitimos comunicar a usted que
revisamos el trabajo de: Tesis

Evaluacién de Actinobaciilus pleuropneumoniae en muestras de pulmones neuménicos de cerdos por
PCR.

Que presenta la pasante: Saral Salazar Rosallo,

Con nimero de cuenta: Mmmemmmm_«&am_sm_mm

Considerando que dicho trabajo reline los requisitos necesarios para ser discutido en el EXAMEN PROFESIONAL
commespondiente, otorgamos nuestro VOTO APROBATORIOQ.

ATENTAMENTE
“POR M| RAZA HABLARA EL ESPIRITU"
Cuautitian lzcalli, Méx. a 04 de Junio de 2021,

PROFESORES QUE INTEGRAN EL JURADO

NOMBRE FIRMA
PRESIDENTE Dra. Susana E. Mendoza Elvira -
VOCAL M. en C. Ana Laura Vézquez Martinez Code Z-- Yorgus M5
SECRETARIO Q.F.B. Jonathan Pablo Paredes Juirez

ler. SUPLENTE LBD. Larisa Andrea Gonzilez Salcedo

2do. SUPLENTE ~ Dra. Maria Eugenia Aranda Barradas
NOTA: los sinodales suplentes estin obligados a presentarse el dia y hoes del Examen Profesional,

LMCF/onn®



FACULTAD DE ESTUDIOS SUPERIORES CUAUTITLAN
SECRETARIA GENERAL
DEPARTAMENTO DE TITULACION

N

AcjoNaL s L ESTIANNS

AVFIFMA T ASUNTO: VOTO APROBATORIO
Mexxo Dt
M. en C, JORGE ALFREDO CUELLAR ORDAZ 3 _:1'\ ‘

DIRECTOR DE LA FES CUAUTITLAN -

PRESENTE T

ATN: LA, LAURA MARGARITA COR’TMEROA

Jefa del Departamento de Titglacion

de la FES Cosstitlén.

Con base en of Reglamento General de ExAmenes, y la Diroccitn de la Facukad, nas permitimes comunicar a usied que
revisamos el ¥abajo de: Tesis

Evaluacién de Actinobacillus pleurcpneumoniae en muestras de pulmones neuménicos de cerdos por
PCR.

Que presenta la pasante: Sarai Salazar Rosalio.

Con nimera de cuerta: 309280468 para obtener e Titulo de- Licenclada en Bioquimica Diagnéstica.

Considerando que dicho trabao redne los requisilos necesarnos para ser disculido én el EXAMEN PROFESIONAL
correspondiente, otorgamos nuesiro VOTO APROBATORIO

ATENTAMENTE
“POR MI RAZA HABLARA EL ESPIRITU"
Cuautilan lzcall, Méx a 04 de Junio de 2021,

PROFESORES QUE INTEGRAN EL JURADO

NOMBRE FIRMA
-CM - #\l‘“ cL‘
PRESIDENTE Dra. Susana E. Mendoza Elvira
VOCAL M. en C. Ana Laura Vazguez Martinez x
SECRETARIO Q.F.B. Jonathan Pablo Paredes Juirez s

ler. SUPLENTE LBD. Larisa Andrea Gonzalez Saloedo

2do. SUPLENTE Dra. Maria Fugenis Aranda Barradas .
NOTA b sinodales suplentes estdn obigados 3 presentacss o dla y Bora del Cxamen Profesienal

| MCF foan®



FACULTAD DE ESTUDIOS SUPERIORES CUAUTITLAN
SECRETARIA GENERAL
DEPARTAMENTO DE TITULACION

o
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AVFarma OE T VYT
MEZEO ASUNTO: VOTO hP?!UEﬁTUH:’lU

M. en C. JORGE ALFREDO CUELLAR ORDAZ :

DIRECTOR DE LA FES CUAUTITLAN i *sﬁﬁ
PRESENTE i

ATN: LA. LAURA MARGARITA LDRTAZAEMERGA

Jefa del Departamento; de Fitulacidn

de la FESCusmutitiin,

Con baze en ¢l Reglaments Generdl de Examenes, v la Dirsccion de |3 Facultad, nos permitimos comunicar a usted que
revimamos &l trabajo de: Tesis

Evaluacion de Actinobacillus pleuropnesmonize en muestras de pulmones neuménicos de cerdos por
PCR.

(e presenta |3 pasante: Saral Salazar Rosalio.
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1.- LISTA DE ABREVIATURAS

ADV
Ac

(Aujeszky’s Disease Virus) Virus de la Enfermedad de Aujeszky
(Antibody) Anticuerpo

(Antigen) Antigeno

Actinobacillus pleuropneumoniae

(Brain Heart Infusion) Infusién Cerebro Corazon

Christie Atkins Munch Petersen

(capsular polysaccharide) Polisacarido capsular

Complejo respiratorio porcino

(deoxyribonucleic acid) Acido desoxirribonucleico

(Differentiating infected from vaccinated animals) Diferenciar animales
infectados de vacunados

(deoxynucleotide) Desoxinucleétidos trifosfato

(Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay) Ensayo por inmunoabsorcién
ligado a enzimas

(Fragment antigen-binding) Fragmento de union al antigeno
Fragmento de region cristalizable

(Fluorescent In Situ Hybridization) Hibridacion fluorescente in situ
Hemaglutinacién indirecta

(Immunofluorescence) Inmunofluorescencia

(Imunoglobulin A) Inmunoglobulina A

(Imunoglobulin G) Inmunoglobulina G

(Immunohistochemistry) Inmunohistoquimica

(Immunomagnetic Separation) Separacién inmunomagnética
Kilobase

Kilodalton

Acido 2-ceto-3-deoxioctanato

Lipopolisacarido de la pared celular

Un millon de pb

Nicotinamida adenina dinucle6tido su forma oxidada

Nicotinamida adenina dinucle6tido su forma reducida

(Outer Membrane Proteins) Proteinas de membrana externa

Pares de bases

(Phosphate buffered saline) Salino taponado con fosfato
Pleuroneumonia Contagiosa Porcina

(Polymerase Chain Reaction) Reaccién en cadena de la polimerasa
Circovirus Porcino tipo Il

(Pulsed-field gel electrophoresis) Electroforesis en gel de campo pulsado
Polimorfonucleares
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PPLO

PRRSV

RNA
SIvV
Spp
st
TAE
uv
RTX
mbar
ng
nm

ML

(Pleuropneumonia like organisms) Organismos similares a los de la
pleuroneumonia

(Porcine Reproductive and Respiratory Syndrome) Virus causante del
Sindrome Respiratorio y Reproductivo del cerdo

(Ribonucleic Acid) Acido ribonucleico

(Swine influenza viruses) Virus de la Influenza porcina

Especies bacterianas o fungicas

Serotipo

(Tris-Acetate-EDTA) Tampon de Tris, acetato y EDTA

Ultravioleta

(Repeats in toxin) Repeticion en la toxina

Milibar

Nanogramo

Nanometro

Microlitro
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2.- INTRODUCCION.

Durante mucho tiempo, las enfermedades respiratorias en el cerdo han afectado
economicamente a los productores ya que los utilizan para comercializarlos, de
manera que se ha considerado una problematica de gran importancia y su
diagnéstico oportuno es indispensable para evitar este padecimiento.

El cerdo se ha aprovechado tanto para el consumo humano como para fabricacion
de ciertos articulos de uso personal, sin embargo, esta expuesto a diferentes tipos
de enfermedades infecciosas, siendo la mas comun la infeccién por Actinobacillus
pleuropneumoniae (App) que causa la enfermedad denominada Pleuroneumonia
Contagiosa Porcina (PCP). Esta enfermedad se encuentra ampliamente distribuida
en muchos paises y causa pérdidas en la ganancia de peso, conversion alimenticia,
incremento en el nimero de dias que se requieren para que los cerdos alcancen el
peso de mercado, aumento en la prevalencia de lesiones pulmonares, incremento
en la mortalidad y pérdidas econdémicas (Williams, 2000).

Actinobacillus pleuropneumoniae se clasifica en 15 serotipos y dos biotipos. Las
cepas del biotipo 1 precisan para su crecimiento el factor sanguineo V (nicotinamida
adenin dinucled6tido) y no lo precisan las del biotipo 2 (Moreno, 2015).

La Pleuroneumonia Contagiosa Porcina puede ser aguda o cronica, dependiendo
de diferentes factores como: inmunidad de la piara, vacunacion, medicacion y
condiciones ambientales. La forma aguda de la enfermedad se caracteriza por
hemorragia extensiva y deposiciéon de fibrina en los pulmones. En animales
infectados crénicamente, el organismo puede quedar secuestrado en lesiones
necréticas pulmonares, y puede ser recuperado de tonsilas y de las vias
respiratorias altas. 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 serotipificacion
(Hernandez, 2002).

Los métodos microbiolégicos utilizados comUnmente en la deteccion de este
patdgeno son laboriosos y consumen mucho tiempo. Esta situacién, aunada a la
demanda por resultados inmediatos y a los avances tecnolégicos, ha conducido al
desarrollo de una amplia gama de métodos rapidos en las ultimas décadas
(Palomino, 2014). Por lo cual ahora contamos con las técnicas de identificacion
molecular microbianas, una de ellas es la reaccion en cadena de la polimerasa
(PCR).
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3.- MARCO TEORICO.
3.1.- Complejo Respiratorio Porcino (CRP).

La industria porcina ha sido afectada considerablemente con pérdidas econémicas,
ocasionadas por las enfermedades respiratorias principalmente involucradas en el
Complejo Respiratorio Porcino. Este complejo se presenta con mayor incidencia
entre las 12 a 20 semanas de edad, pero recientemente también se han incluido en
este complejo a cerdos de destete. Las pérdidas econdmicas se ven reflejadas en
la deficiente ganancia de peso, mala conversion alimenticia, aumento en el nimero
de dias en que los cerdos llegan a sacrificio, excesivo gasto por medicamentos y
altos decomisos en matadero. El CRP clinicamente se caracteriza por alteraciones
respiratorias, retraso en el crecimiento, incremento del indice de conversion,
anorexia, letargia, fiebre e incremento de la mortalidad en cerdos de transicion y/o
engorda (Espinoza, 2020).

En el CRP estan involucrados una serie de factores que desencadenan el problema,
éste puede ser causado entre agentes infecciosos virales y bacterianos que actiian
en forma sinérgica, asi como factores predisponentes como es el estado
inmunitario, edad, genética, manejo, altos niveles de estrés, mezcla de animales de
distintos origenes, densidad, alimentacidon, entre otras mas. Entre los factores
medioambientales destacan las concentraciones de amoniaco, ventilacion y
volumen del aire, temperatura y condiciones de las instalaciones. Entre los agentes
virales estan: el virus causante del Sindrome Respiratorio y Reproductivo del cerdo
(PRRSV), el virus de la Influenza porcina (SIV), el virus de la Enfermedad de
Aujeszky (ADV), y el Circovirus Porcino tipo Il (PCV2). Mientras que entre los
agentes bacterianos se encuentra: las causantes de enfermedad respiratoria el
Mycoplasma hyopneumoniae constituye el microorganismo méas frecuentemente
asociado a neumonia cronica en los porcinos, seguido de Actinobacillus
pleuropneumoniae y Pasteurella multocida, Bordetella bronchiséptica,
Streptococcus suis y Haemophilus parasuis (Espinoza, 2020).

3.2.- Pleuroneumonia Contagiosa Porcina (PCP).

La Pleuroneumonia Contagiosa Porcina es una de las enfermedades bacterianas
mas importantes y devastadora del complejo respiratorio porcino (CRP) de todas
las edades, causada por el agente etiolégico Actinobacillus pleuropneumoniae,
microorganismo especifico del cerdo, que provoca un cuadro de pleuroneumonia
hemorragico-necrotizante, produciendo alta mortalidad (20-80%) y morbilidad
(100%), por consiguiente, grandes pérdidas econdmicas en la produccion
industrializada del cerdo a nivel mundial (Enriquez, 2013).
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3.2.1.-Epidemiologia.

La Pleuroneumonia Contagiosa Porcina es una enfermedad ampliamente
distribuida en el mundo que sobre todo afecta a los paises de produccion intensiva
(Imagen 1).

Serotipos 2,4y 9/11 Serotipos 2, 9/11

Serotipos5y7

Serotipo 15

Imagen 1.- Distribucion de los serotipos mas prevalentes a nivel mundial. (Espigares, 2019). Los distintos serotipos estan
distribuidos en todo el mundo, siendo los mas prevalentes el 5y 7 en América del norte, el 2,4,9y 11 en Europa, el 2,9y 11 en
Asiay el 15 en Oceania.

En México, a partir de 1976 se observaron brotes de pleuroneumonia porcina en
varios estados como Ciudad de México, Tlaxcala, Michoacan y recientemente en
Jalisco, Puebla, Yucatan, Guanajuato, Querétaro, Estado de México y Sonora. Los
serotipos 1-8 fueron los causantes de los brotes, y el mas frecuente el serotipo 1.
Por lo tanto, la pleuroneumonia porcina esta ampliamente distribuida en el pais
(Enriquez, 2013).

Es posible la supervivencia de la bacteria en el medio ambiente cuando esta
protegida por materia organica, moco o agua. La transmision de la enfermedad
ocurre de forma directa de un animal a otro que diseminan Actinobacillus
pleuropneumoniae por aerosoles, alimento y aguas contaminadas con secreciones
de animales infectados. Los factores predisponentes que favorecen el desarrollo de
la Pleuroneumonia Contagiosa Porcina son la presencia de enfermedades como
neumonia enzodtica, mala ventilacion, elevada densidad de alojamiento y cambios
bruscos de temperatura (Imagen 2). La transmisidén de esta bacteria también puede
ocurrir por via indirecta (viento, vestimenta, herramientas, cepillos, baldes, etc.),
aunqgue esto es menos frecuente.
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La probabilidad de la transmision indirecta de App se relaciona con la calidad de las
medidas de bioseguridad implementadas en la granja y la densidad de granjas
vecinas a distancia reducida. No se ha demostrado la transmisién de la infeccién
por vectores (pajaros, roedores) (Pifieros, 2018).

-t Presencia de

= - enfermedades
\ j /| comoneumonia Mala
N ~.__ enzodtica ventilacdén
Elevada Camblios
densidad de bruscos de
alojamlento temperatura
N 3 -

Imagen 2.- Factores predisponentes que favorecen el desarrollo de la Pleuroneumonia Contagiosa Porcina
(Gottschalk, 2020).

Esta transmision puede darse entre animales del mismo corral (horizontal) y/o de la
madre a su camada (vertical), (Imagen 3). Se considera en general que la entrada
de cerdas de reemplazo es uno de los puntos claves de la transmision de la
infeccidn, sobre todo cuando se efectlda el ingreso de animales negativos en una
maternidad infectada. Los lechones son excretores de la bacteria en nuamero
superior que los que provienen de cerdas mas viejas (Gottschalk, 2015).

Ferdanah _—_,,.—-"(;erdas Y
infactada - infectadas!

Los lechones excretan unas pocas Las cerdas y lechones ahora
bacterias (via respiratoria) estin infectadosy excretan mas

bacterias (via respiratoria)

Imagen 3.- Transmisién de Actinobacillus pleuropneumoniae (Gottschalk, 2020). Al estar conviviendo cerdas no
infectadas con cerdas infectadas, estas excretan mas bacterias por via respiratoria.

> [ | <



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. La edad mas receptiva es entre las 6-15
semanas (especialmente entre las 6-8, al disminuir el titulo de anticuerpos
calostrales) (Garcia, 2012).

Actinobacillus pleuropneumoniae ingresa en el cerdo por via aérea, debido a los
aerosoles localizadndose inicialmente en cavidad nasal y tonsilas para
posteriormente evolucionar hacia las vias respiratorias bajas, a cuya célula se
adhiere mediante fimbrias y el lipolisacarido de la pared celular. En esta localizacién,
la supervivencia de la bacteria depende de su capacidad de captar nutrientes como
azucares, hierro y niquel, valiéndose de proteinas de la membrana externa y
determinados receptores. Paralelamente la bacteria hace frente a las defensas del
hospedador mediante la capsula, la cual ademéas de poseer propiedades
antifagociticas, proporciona a la bacteria resistencia frente a la lisis mediada por el
complemento (Lopez, 2017).

3.2.2.-Patogenia.

Esta patologia es mas frecuente en animales a partir de los tres meses de vida en
los que su forma aguda se traduce en un cuadro febril con signos como anorexia,
tos y disnea. En ausencia de una terapéutica eficaz, este proceso puede evolucionar
muy rapidamente, produciendo la muerte de los cerdos afectados en cuestion de
horas. La forma crénica de evolucion es lenta y caracterizada por accesos de tos,
pérdida de la condicion corporal y pleuritis, como se observa en el Cuadro 1, donde
se describen los principales signos clinicos y lesiones de la Pleuroneumonia
Contagiosa Porcina. Mientras que su forma subclinica en ausencia de lesiones en
los pulmones es uno de los aspectos mas peligrosos de esta enfermedad. Muchas
granjas estan infectadas, pero el equilibrio inmunolégico y un manejo adecuado
impiden la eclosion de los signos clinicos, sucede a menudo en los rebafios
convencionales, que pueden estar infectados simultaneamente no soélo con
diferentes serotipos de baja patogenicidad, sino también con serotipos mas
virulentos. Por lo tanto, la identificacién temprana de los rebafios infectados
subclinicamente es importante para el control total de la enfermedad, ya que son
una de las principales fuentes de transmision entre los rebafios (Gottschalk, 2015).
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Casos

Hiperagudo

Agudo

Croénico

Cuadro 1. Principales signos clinicos y lesiones de la Pleuroneumonia Contagiosa Porcina causada por Actinobacillus

Sintomas clinicos
Aparicién repentina de cerdos muy enfermos con fiebre (41.5-
42°C)
Anorexia, apatfa, vomitos, diarrea, tos, epistaxis, insuficiencia
cardiaca y respiratoria.
Cianosis en piel de la nariz, orejas, patas y finalmente de todo el
cuerpo.
Fase terminal: Disnea grave con respiracion oral y disminucién
brusca de la temperatura rectal. Secrecién abundante, espumosa
y tenida de sangre a través de los ollares y la boca
Muerte dentro de las 24 - 36 horas del desarrollo de los signos
clinicos.
Las tasas de morbilidad y mortalidad oscilan alrededor del 30 -
85%,
Ocasionalmente muerte stbita sin signos clinicos.
Aparicién de cerdos afectados con fiebre (40.5-41°C).
Anorexia, apatfa y depresion.
Tos, disnea y ocasionalmente respiracién por la boca, como se
observa en la Imagen 6. Se presenta insuficiencia cardiaca y
circulatoria con congestién de extremidades.
Pérdida de condicién corporal después de 24 horas de iniciarse la
enfermedad.
La evolucién de la enfermedad difiere de unos animales a otros,
desde la muerte de animales en pocos dias hasta la evolucién a la
forma crénica, dependiendo de la extensién de las lesiones
pulmonares y del tiempo de iniciacion del tratamiento
terapéutico.
La muerte se debe a una combinacién de una falla cardiaca y de
toxinas producidas por el organismo.
La morbilidad es muy alta 10 - 50% y la mortalidad oscila entre
el 8 - 30% en animales de engorda y superior al 40% en cerdos
mas jévenes.

Aparece después del cuadro agudo. No existe fiebre y se observa
tos variable e intermitente, (Imagen 6).

Apetito  reducido, intolerancia al ejercicio, neumonia
caracterizada por respiracién abdominal debido a una pleuritis
muy dolorosa.

Los cerdos sobrevivientes presentan un marcado retraso de
crecimiento

Los cerdos afectados pueden transportar el microorganismo
durante largos perfodos de tiempo y por lo tanto representan un

riesgo potencial para los cerdos mas jévenes.

pleuropneumoniae (Ferri, 2017).
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Lesiones Macroscopicas y Microscopicas

Traquea y bronquios estin llenos de exudado mucoso,
espumoso, fluido hemorragico.

Se observa una intensa congestién, 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.

Los pulmones presentan un cuadro de neumonia
fibrinohemorragica severa, que abarca parte de 16bulos
caudales y los 16bulos craneales. Necrosis hemorragica
focal en el 16bulo diafragmatico.

Los alvéolos contienen células inflamatorias, células
descamadas y abundante fibrina. Las zonas que
corresponden a infartos presentan necrosis coagulativa
asociada con vasculitis y trombosis, (Imagen 4).
Alrededor de los focos de necrosis destaca una franja
celular baséfila formada por actimulos de neutréfilos
modificados de aspecto fusiforme, que llenan la luz
alveolar. Las lesiones en vias aéreas se manifiestan en
forma de exudado fibrinoso compuesto por células
epiteliales, células inflamatorias y fibrina. La pleuritis es
serofibrinosa.

Las lesiones se retraen y disminuyen de tamafio a
medida que la resoluciébn progresa, hasta que
permanecen nédulos de diferentes tamaros (abscesos
firmes bien delimitados), la mayorfa de ellos localizados
en el I6bulo caudal. Estos nédulos pueden asociarse con
areas de pleuritis fibrosa adherente, (Imagen 5).

Se presenta proliferaciéon de tejido de granulacién
alrededor de las zonas de necrosis, que posteriormente
son limitadas por una capsula de tejido conectivo. Estas
elevado  ntmero de

lesiones  contienen  un

microorganismos.



Imagen 4.- Pleumonia hemorrégico-necrosante
caracteristica de un cuadro agudo por App (Lépez, 2017).
Donde podemos observar las zonas necrosadas que son
caracteristicas de infartos

Imagen 5.- Adherencias pleurales tipicas
de un caso crénico por App (L6pez, 2017).
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Imagen 6.- Principales signos clinicos de Pleuroneumonia Contagiosa Porcina causada por Actinobacillus
pleuropneumoniae (Gottschalk, 2020). En la forma aguda encontramos hiperemia, anorexia, disnea y tos, fiebre y espuma
sanguinolenta. En la forma crénica encontramos tos ocasional y lesiones pulmonares.

3.2.3.-Tratamiento.

El diagndstico clinico de la enfermedad tras la aparicion de los signos clinicos debe
realizarse para seleccionar el mejor tratamiento, aunque lo ideal seria realizar el
diagndstico de laboratorio. No obstante, es importante tener en cuenta que el uso
de antimicrobianos puede reducir la mortalidad y las lesiones, pero no elimina la
infeccion, ya que los animales quedan como portadores. El primer tratamiento debe
realizarse por via parenteral, ya que los animales enfermos comen y beben menos.
Es importante identificar los animales tratados, para poder verificar que no continten
presentando signos clinicos, ya que de lo contrario podria ser indicativo del
desarrollo de resistencias antimicrobianas frente al producto utilizado. En las
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granjas con brotes agudos, aungue la temperatura sea baja (invierno), es importante
mejorar la ventilacion para favorecer la correcta circulacion del aire (Gottschalk,
2020). En casos de enfermedad aguda, existen dos métodos de prevencion:
-Proteger directamente los lechones por vacunacién, (Imagen 7). Donde se
muestran los diferentes tipos de vacunas para lechones.
-Reducir la carga de App en las madres (antibiéticos y/o vacunas) y/o en los
lechones (antibioticos)
Las vacunas reducen signos clinicos, lesiones en el matadero y aumentan la
ganancia de peso, pero no eliminan el estado portador (Gottschalk, 2020)

: Toxinas purificadas (vacunas con subunidades) :

i v Enteorfa, todos los serotipos $
i/ Anticuerpos frente a toxinas (neutralizacion) :
¢ Noreducen lacarga bacteriana

e IR &S

/ Especificas de serotipo

i/ Anticuerposfrenteala :
bacteria (opsonizacion
y destruccién de la
bacteria)

an a reducirla

i cargabacteriana ;
- &
Fey

Vacunas mixtas (bacterias muertas enteras enriquecidas /

con toxinas)

v Enteoria, todos los serotipos + proteccién suplementaria
frente a los s incluidos en lavacuna

v Anticuerpos a bacteria (serotipos incluidos) y
neutralizantes (toxinas)

Imagen 7.- Opciones de vacunacién de lechones (Gottschalk, 2020). Ya sea por toxinas purificadas que son vacunas con
subunidades, bacterinas que son bacterias muertas enteras o vacunas mixtas que son bacterias muertas enteras enriquecidas
con toxinas.

Para reducir la carga de App, sobre todo al destete, se puede:
1. Tratar las madres antes del parto y durante el periodo de lactancia con
antibioticos.
2. Tratar los lechones al nacimiento y unos dias antes del destete (antibiéticos
de actividad prolongada),
3. Vacunar alas madres, reducir a un maximo de 21 dias el destete (Gottschalk,
2020).

Como antimicrobianos eficaces se pueden mencionar diversos antibiéticos -
lactdmicos (penicilinas y cefalosporinas), algunos aminoglucésidos y macrdlidos, las
quinolonas fluoradas y la tiamulina. En algunos casos, también funciona la
combinacion de trimetoprim + sulfametoxazol, como se observa en el Cuadro 2,
donde se muestra la sensibilidad de App frente algunos antibiéticos. Recientemente,
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se ha utilizado con buenos resultados el macrolido tulatromicina (Gutiérrez, 2014).
La antibioterapia resulta eficaz Unicamente si es aplicada al comienzo del proceso,
ya que un tratamiento usado en fases avanzadas, aunque consiga mitigar la
sintomatologia y evitar las muertes, no evitara las lesiones crénicas ni asegurara la
eliminacién del microorganismo de las granjas, que se mantendra por medio de los
portadores asintomaticos (Rubio, 2019)

Se han descrito cepas resistentes es aconsejable la realizacién previa de un
antibiograma. El problema de la resistencia a los antibiéticos se incrementa dia a
dia, se comprob6 que cuando las bacterias se protegen produciendo biofilm resultan
mucho mas resistentes a los antimicrobianos que cuando se encuentran de libre
flotacion o suspendidas (Gutiérrez, 2014).

Serotipo Sensibilidad Amoxicilina Ceftiofur Doxiciclina Enrofloxacina Fosfomicina
S 0% 100% 67% 0% 100%
1 M 0% 0% 33% 67% 0%
R 100% 0% 0% 33% 0%
S 0% 100% 100% 0% 60%
4 M 40% 0% 0% 40% 40%
R 60% 0% 0% 60% 0%
S 50% 50% 75% 25% 50%
5 M 0% 50% 0% 25% 50%
R 50% 0% 25% 50% 0%
S 0% 0% 0% 0% 100%
@ M 0% 100% 100% 0% 0%
R 100% 0% 0% 100% 0%
Sulfa-
Serotipo Sensibilidad Florfenicol Penicilina ~ Trimetoprim Tilmicosina
S 100% 0% 100% 33%
1 M 0% 0% 0% 0%
R 0% 100% 0% 67%
S 60% 0% 80% 100%
+ M 40% 40% 0% 0%
R 0% 60% 20% 0%
S 0% 50% 100% 100%
e M 50% 0% 0% 0%
R 50% 50% 0% 0%
S 0% 0% 100% 100%
7 M 100% 0% 0% 0%
R 0% 100% 0% 0%

Cuadro 2.- Sensibilidad de Actinobacillus pleuropneumoniae frente a antibiéticos (Sanchez, 2018).
S: Sensible al antibiético R: Resistente al antibiético M: Medianamente
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3.2.4.-Prevencion y control.

Si las granjas se encuentran libres de pleuroneumonia, se aconsejan medidas
estrictas de politica sanitaria, como la introduccion de cerdos con la garantia
absoluta de que no son portadores asintomaticos (lo que se puede averiguar con
diagnéstico bacteriano o molecular), como la utilizacién de la inseminacion artificial
0 como el establecimiento de métodos de cuarentena.

En las unidades de produccion donde se encuentran cerdos afectados resulta
complicada la eliminacion del agente por la persistencia de la condicién de portador
asintomatico, por lo que se debe recurrir a condiciones extremas de limpieza y
desinfeccidn. Los animales enfermos deben mantenerse aislados hasta su muerte
o sacrificio y deben controlarse todas las condiciones ambientales desfavorables,
asi como los factores de predisposicion (Pifieros, 2018).

Respecto a las vacunas, se han preparado muchas formulaciones diferentes, si bien
hasta la fecha no se ha encontrado una vacunacion 100% eficaz frente a la
Pleuroneumonia Contagiosa Porcina. Las bacterinas o vacunas inactivadas de
células completas solo son eficaces frente al mismo serotipo, por lo que su utilidad
se ve bastante restringida.

Para paliar esta situacion se ha recurrido a la fabricacion de bacterinas polivalentes,
integradas por los serotipos mas prevalentes en una zona geografica determinada.
A pesar de desarrollar una buena inmunidad protectora, fracasan en la prevencién
de la transmision de la enfermedad, al no evitar el desarrollo del estado de portador
asintomatico (Rubio, 2019).

3.3.- Actinobacillus pleuropneumoniae.

3.3.1.-Caracteristicas generales.

Actinobacillus pleuropneumoniae es un patdgeno exclusivo del ganado porcino,
invade tonsilas y tracto respiratorio, por lo que puede ser aislado de la cavidad nasal,
tonsilas, oido medio y pulmones de animales infectados (Rodriguez, 2012).

En la Imagen 8 se muestra la morfologia de App obtenida mediante microscopia

electronica de transmision, donde se observa que Actinobacillus pleuropneumoniae
es una bacteria cocobacilar (0,4 x 1 um) se presenta en forma sola o en cadenas,
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Gram negativa, inmoévil, encapsulada, no esporulada, hemolitica y anaerobia
facultativa (Enriquez, 2013).

Imagen 8.- Morfologia de App con Microscopio Electréonico de trasmisidon (Gottschalk, 2020). Es una bacteria
perteneciente a:

Phylum: Proteobacteria Familia: Pasteurellaceae
Clase: Gammaproteobacteria Género: Actinobacillus
Orden: Pasteurellales Especie: A. pleuropneumoniae

Bioguimicamente es ureasa positiva, capaz de fermentar manitol, xilosa y ribosa y
fermentacion variable de lactosa. En funcion de sus requerimientos de NAD se
clasifica en dos biotipos, el biotipo 1 agrupa las cepas dependientes de NAD, y
dentro de él se han reconocido los serotipos 1-12 y 15. El biotipo 2 agrupa las cepas
NAD independientes reconociéndose los serotipos 13 y 14.

En el Cuadro 3 se muestra la Distribucion geogréafica de los distintos serotipos de
Actinobacillus pleuropneumoniae en distintos paises (Gottschalk, 2015).



Pais Serotipos prevalentes Serotipo(s) dominante(s)

Argentina 1,2,8,5,12 1
Australia 1,2,8,7, 12 1
Bélgica 2,8,6,7,8,9,11 3
Brasil 1,8,4,5,7,9 5,8
Canada 1,2,8,5,6,7,8, 10, 12 1,5, 7
Chile 1,5 1,5
Croacia 2,7,8,9 2,9
Checoslovaquia 1,2,7 2
Dinamarca 1,2,8,5,6,7,8,10,11, 12 2
Francia 2,8,7,8,9 9
Alemania 2,8,4,5,6,7,9, 10 9,2,7
Hungria 1,2,8,5,6,7,9, 10, 11, 12 3,2,7
Italia 1,2,8,4, 5,7 5
Irlanda 3 3
Japén 1,2,8,5,6,7,89, 12 1, 2
Corea 2,8,5,7 5,2
México 1,2,8,4,5,6,7,8,9 1,5
Pafses Bajos 1,2,8,5,7,8,9, 11 2,9,11
Noruega 2 2
Polonia 1,2,5,9 1,9
Espaﬁa 1,2,38,4,5,6,7,8,9, 10, 12 4,7, 2
Suecia 2, 8, 4 2
Suiza 2,8,7,9 2
Taiwén 1,2,8,5 1,5
Gran Bretafia 1,2,8,5,6,7,8, 10 2,3,8
USA 1,8,5,7,8,9 1, 5
Venezuela 1,7,4,2,8,6 1

Cuadro 3.- Distribucién geografica de los distintos serotipos de Actinobacillus pleuropneumoniae en distintos
paises. (Gottschalk, 2015).

3.3.2.- Genoma.

El genoma del A. pleuropneumoniae es circular como se observa en la Imagen 9,
donde se muestra una representacion grafica su genoma, los circulos estan
numerados del 1 (circulo externo) al 10 (circulo interno). Todos los genes estan con
un codigo de color de acuerdo a su funcién bioldgica.

La homogeneidad genética entre serotipos se evidencid gracias a los primeros
mapas genéticos de los serotipos 1 y 7. Actualmente, se conocen las secuencias
completas de los genomas de los serotipos 3 (Xu et al., 2008), 5y 7, encontrandose
en el GenBank® bajo los siguientes numeros de acceso de CP000687.1,
CP000569.1 y CP001091.1, cuyos tamafios son de 2.24, 2.27 y 2.33Mpb;
respectivamente, los cuales concuerdan con los resultados del trabajo de algunos
investigadores quienes usando la técnica de digestion cromosomal y analisis por
electroforesis en gel de campo pulsado (PFGE), determinaron un tamafo
aproximado de 2.3-2.4Mpb para los genomas de los serotipos 1-12. EI DNA
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plasmidico también ha sido identificado, con tamafios de hasta 6.0Kb conteniendo
genes de resistencia a antibioticos (Rodriguez, 2012).
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Imagen 9. Representacion gréfica del genoma circular del A. pleuropneumoniae (Xu, 2008). Donde se muestra una
representacion grafica su genoma seccionado en colores de acuerdo a su funcién biolégica.

3.3.3.-Factores de virulencia.

Los factores de virulencia son cualquier componente proveniente de un patdogeno
gue provoca dafio en el hospedero, por lo que son los responsables de las
reacciones que ocurren durante los procesos de una enfermedad, por tanto, el
estudio de los factores de virulencia permite entender los mecanismos usados por
la bacteria para causar la enfermedad. La patogénesis de Actinobacillus
pleuropneumoniae se considera multifactorial, ya que esta bacteria cuenta con
varios factores de virulencia, los cuales intervienen para lograr la infeccion
(Rodriguez, 2012).

En la Imagen 10 se observa un diagrama esquematico de los factores de virulencia
ubicados en el entorno celular virtual de App donde el color verde olivo y blanco:
genes relevantes de adherencia y secrecidon; rosa: genes relevantes de
polisacaridos capsulares; verde: genes relevantes de lipopolisacaridos; magenta:
genes relevantes de hierro; morado, Naranja y Azul: porcidon restante genes
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relevantes (toxinas Apx, proteasas y ureasa). Amarillo: proteinas involucradas en la
absorcién de hierro, el transporte y la regulacion (Capsula) (Xu, 2008).

| WeeB | RITA |

Utp  UreC | UreF

UreB  Urck

Imagen 10. Diagrama esquematico de los factores de virulencia ubicados en el entorno celular virtual de App (Xu, 2008).
- |:| genes relevantes de adherencia y secrecion

genes relevantes de polisacéaridos capsulares

genes relevantes de lipopolisacaridos

. porcion restante genes relevantes (toxinas Apx, proteasas y ureasa)

B
- genes relevantes de hierro
n

proteinas involucradas en la absorcion de hierro, el transporte y la regulacion

3.3.4.-Capsula.

La capsula representa un importante factor de virulencia permitiendo la entrada del
Actinobacillus pleuropneumoniae al hospedador y evadir de sus defensas (Garcia,
2012).

Se localiza alrededor de la membrana externa 'y se compone de unidades repetidas
de oligosacéridos, polimeros de acido teicoico unidos por enlaces fosfodiéster o
polimeros de oligosacaridos unidos por enlaces fosfato, que le confieren una carga
negativa. Es la responsable de la especificidad del serotipo de Actinobacillus
pleuropneumoniae (Rodriguez, 2012).

Las propiedades biologicas de la capsula son: no tiene actividad toxica, es inerte,
no tiene actividad pirogénica, confiere proteccion frente a la fagocitosis y a la lisis
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mediada por el complemento, tanto en presencia de anticuerpos especificos (via
clasica), como en ausencia de estos (via alternativa), es opsonizada por
anticuerpos, e interfiere con la actividad del complemento. Los anticuerpos
generados contra la capsula protegen contra la muerte, pero no contra la
enfermedad o contra la infeccion crénica (Enriquez, 2013).

3.3.5.- Lipopolisacérido (LPS).

El lipopolisacarido (LPS) es una molécula glucolipidica anclada a la membrana
externa y es considerada como el antigeno de superficie mas importante de las
bacterias Gram negativas (Garcia, 2012).

Esta formado por moléculas complejas compuestas de tres regiones bien definidas:

a) Lipido A: Es la fraccion bioldgicamente activa de la molécula insertado en
la membrana externa de la bacteria, se trata de un disacarido (glucosamina) unido
a acidos grasos que por lo general son acido caproico, laurico, miristico, palmitico y
estearico, mediante enlace éster, amido o diéster.

b) Nucleo o core: Oligosacarido compuesto de aproximadamente 10
monosacaridos incluyendo acido 2-ceto-3-desoxioctulosénico (KDO), pentosa,
glucosa, galactosa y N-acetil galactosamina, se subdivide en core externo (formado
por hexosas) y el core interno (formado por heptosas).

c) Antigeno "O"™ Compuesto por cadenas largas de polisacaridos
organizadas en unidades repetitivas de uno a siete monosacaridos (ramnosa,
galactosa y N-acetil-galactosamina) (Burciaga, 2008).

Algunos serotipos muestran similitudes estructurales o tienen cadenas O de LPS
iguales, lo que explica la reaccién cruzada entre los serotipos 1,9y 11; 3,6y 8;y
entre 4y 7 (Rodriguez, 2012)

Dependiendo de la presencia y del nimero de unidades repetitivas de antigeno O
en el LPS, confiere las caracteristicas fenotipicas de cepas lisas (serotipos 2, 4, 7),
rugosas (serotipos 3, 6) y semirugosas (serotipos 1, 5) (Enriquez, 2013).

El LPS de Actinobacillus pleuropneumoniae provoca Unicamente lesiones leves en
los pulmones de porcinos sin mostrar lesiones hemorragicas ni necroticas,
indicando que no son los responsables de las lesiones tipicas de la pleuroneumonia
contagiosa porcina, pero si contribuyen a su formacion, incrementando los efectos
producidos por las toxinas Apx. El LPS también esta implicado en la adhesion de
Actinobacillus pleuropneumoniae a las células y moco de las vias respiratorias
porcinas Yy, consecuentemente, desempefia un papel fundamental en la
colonizacion e induce neumonia no necrosante con infiltracion de neutrofilos.
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También es un mecanismo alternativo de adquisicion de hierro in vivo, a través de
su union a la hemoglobina porcina (Mori, 2007).

Las propiedades biolégicas del LPS son: tiene actividad de endotoxina, produce
reaccion de Schwartzman, actla como un pirdgeno, induce la liberacion de
mediadores proinflamatorios y estos mediadores activan varias células, como
macrofagos y neutrofilos y juega un papel importante en la inflamacién aguda
(Enriquez, 2013).

3.3.6.-Proteinas de membrana Externa (OMP).

Las proteinas de membrana externa (OMP) pueden localizarse embebidas en la
bicapa de fosfolipidos atravesando la membrana o bien con carbohidratos formando
glucoproteinas. Las proteinas de membrana externa bacteriana realizan diversas
funciones importantes para la célula tales como: intermediacion en el transporte
entre el periplasma y el ambiente extracelular, adhesinas para la adherencia a
células o tejidos del hospedero, enzimas para la respiracién y generacion de
energia, regulacion de proteinas de superficie en respuesta a las condiciones de
crecimiento en el medio ambiente, receptores de elementos indispensables para su
crecimiento, e inducir cierta respuesta inmune. Las OMP de App pueden diferir
inmunolégicamente entre los diferentes serotipos, han sido purificadas proteinas de
14, 24, 32, 40, 42, y 48kDa. Entre las proteinas de membrana externa importantes
para la virulencia de App se encuentran FhuA y HgbA las cuales le sirven como
receptores para la adquisicion de hierro a partir de fuentes como ferricromo (FhuA)
o como hemoglobina (HgbA) (Burciaga, 2008).

Los determinantes antigénicos de las proteinas de membrana externa, junto con el
LPS y proteinas citoplasmaticas, son los responsables de la reactividad cruzada
entre los serotipos de Actinobacillus pleuropneumoniae, y otras especies, lo que da
lugar a problemas de inespecificidad en las pruebas diagnosticas (Monter, 2010).

3.3.7.-Sistema de adquisiciéon de hierro.

El hierro es un nutriente esencial para el crecimiento de App quien a fin de disponer
de cantidades adecuadas expresa dos distintas proteinas con afinidad por
transferrina: TbpA y TbpB las cuales son proteinas que forman canales
transmembranales para el transporte de hierro a través de la membrana externa; de
este modo, el patdgeno utiliza la transferrina del hospedador como Unica fuente de
hierro necesaria para su supervivencia y su virulencia. Sin embargo, a fin de poder
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incorporar hierro, la bacteria también requiere de energia, misma que es
proporcionada por proteinas de membrana externa transductoras de energia
pertenecientes al sistema de proteinas Ton B las cuales también participan en la
captacion de hierro via receptores de sideréforos y via captacion de hierro del Hem
producido por la accion de hemolisinas de App (Monter, 2010).

3.3.8.-Exotoxinas.

Las exotoxinas bacterianas son proteinas extracelulares solubles, que, al ser
liberadas al medio por el organismo vivo, se activan bioquimicamente. Estas toxinas
pertenecen a la familia de toxinas Repeats in toxin (RTX), formadoras de poros, con
toxicidad hacia los neutrofilos y macrofagos alveolares. Se han identificado cuatro
tipos de citotoxinas en Actinobacillus pleuroneumanae, las cuales son llamadas
toxinas Apx I, Apx Il, Apx lll y Apx IV, cuyo patron fenotipico en su expresion
determina el grado de virulencia entre los diferentes serotipos, como se observa en
el Cuadro 4, donde se describen las principales caracteristicas de estas toxinas
(Enriquez, 2013).

e Apx I: Proteina de 105kDa, fuertemente hemolitica y citotoxica. Es codificada
por el operén Apxl, que tiene 4 genes: ApxIA (pretoxina), ApxIB, ApxIC
(activador) y ApxID (aparato de secrecion). La proteina Apxl la producen los
serotipos 1, 5a, 5b, 9, 10y 11 y por lo tanto son los mas virulentos. Ejerce su
efecto sobre células fagociticas (macrofagos alveolares y PMN) permitiendo
a la bacteria evadir la primera linea de defensa del hospedero, a la vez que
interviene en el desarrollo de lesiones sobre células endoteliales y epiteliales
pulmonares.

e Apx ll: Proteina de 103-105kDa, débilmente hemolitica y moderadamente
citotoxica, es codificada por el operén Apxll y consiste de 2 genes: ApxIIA'y
ApxIIC, utiliza los productos de los genes ApxIB y ApxID para secretarse, la
producen todos los serotipos excepto el 10.

e Apx lll: Proteina de 120kDa, es no hemolitica y fuertemente citotoxica,
codificada por el operon Apxlll y contiene 4 genes: ApxIlIA, ApxIIIB, ApxIIIC
y ApxIlID. Apxlll la producen los serotipos 2, 3, 4,6y 8.

e Apx IV: Tienen actividad citotoxica y la producen todos los serotipos. Al
parecer no es capaz de ocasionar lesiones, sin embargo, esta considerada
como una toxina caracteristica de especie (Burciaga, 2008).

La actividad hemolitica de estas proteinas es probablemente la responsable de las
lesiones iniciales de la Pleuroneumonia Contagiosa Porcina, caracterizadas por ser
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hemorragicas y necrosantes. Las toxinas Apx son el principal factor de virulencia y
en su ausencia la cepa de App no es virulenta (Enriquez, 2013).

Toxina Actividad hemolitica Actividad citotéxica Serotipos productores

Apx 1 Fuertemente hemolitica Fuertemente citotéxica 1,5,9,10y 11

Apx II Débilmente hemolitica Moderadamente citotéxica Por todos los serotipos excepto
10y 14

Apx IIT No hemolitica Fuertemente citotéxica 2,3,4,6,8y 15

ApxIV Débilmente hemolitica Débilmente citot6xica Por todos los serotipos, solos se

produce 7 vivo.
Cuadro 4.- Caracteristicas de toxinas de Actinobacillus pleuropneumoniae (L6pez, 2017).
e  Actividad hemolitica: La hemodlisis (eritrocateresis) es el fendmeno de la desintegracion de los eritrocitos (glébulos
rojos o hematies).

® Actividad citotoxica: Una sustancia citotéxica es aquella sustancia que destruye las células, células anémalas o
cancerosas, agentes infecciosos o incluso tejidos.

3.3.9.-Proteasas.

Las proteasas hidrolizan componentes proteicos del huésped contribuyendo a su
invasion, Actinobacillus pleuropneumoniae es capaz de secretar enzimas
proteoliticas las cuales tienen actividad sobre varios substratos como son la
gelatina, la inmunoglobulina A y la hemoglobina porcina, de esta manera, facilita la
colonizacion de las mucosas del tracto respiratorio del cerdo y la obtencidn del hierro
combinado en esta proteina plasmatica (Monter, 2010).

3.3.10.-Fimbrias.

Las fimbrias estdn presentes en una gran variedad de patdgenos y estan
relacionandolas con la adherencia intima a los alveolos pulmonares y los
bronquiolos. Se ha descrito la presencia de fimbrias 0.5 a 2nm de diametro y de 60
a 450nm de longitud, identificadas por microscopia electronica. Estas desaparecen
en los primeros pases in vitro (Mori, 2007).
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3.4.- Identificacion de Actinobacillus pleuropneumoniae.

3.4.1.-Necropsia.

La presentacién clasica en la necropsia son lesiones fibrinosas y necroéticas
demarcadas, que se ubican, generalmente, en el I6bulo diafragmatico, cardiaco y
|I6bulos apicales. Estas areas neumonicas son oscuras y consolidadas, y la
pleuresia fibrinosa presente es notoria, especialmente en los lugares heumaonicos.
Por otro lado, los cerdos crénicamente infectados tienen adherencias pleurales y
abscesos que pueden ser encontrados en el pulmon u otros tejidos. Sin embargo,
las lesiones descritas anteriormente no son patognomoénicas de pleuroneumonia
porcina, por lo que se recomienda confirmar el hallazgo, a través de otras técnicas
de diagnéstico, mas sensibles y especificas, las cuales requieren de toma de
muestras (Williams, 2000).

3.4.2.-Toma de muestra.

Debe incluir material procedente de las lesiones pulmonares con pleuritis, como se
observa en el Cuadro 5, en donde se describen los tipos de muestras respiratorias
de cerdo para el diagnéstico de App. Entre las muestras mas utilizadas se incluyen
los lavados de traqueobronquiales, porciones del pulmén afectadas (Imagen 11),
biopsias tonsilares o tonsilas completas recolectadas en el matadero, para
simplificar el procedimiento pueden recogerse varias muestras mediante
impregnacion de escobillones o hisopos en el parénquima pulmonar al que se
accede durante la necropsia después de cauterizar con una espatula al rojo la
superficie del érgano.

En cualquier caso, es conveniente la utilizacion de medios de transporte, como el
medio de Stuart o de Amies, que prolongan la supervivencia del microorganismo.
Para estudios histopatolégicos las muestras deben fijarse en formol al 10%
tamponada. Para otras técnicas de diagnoéstico, el medio de transporte debe ser el
adecuado y en lo posible las muestras deben ser refrigeradas (Williams, 2000).
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TIPO DE MUESTRA VENTAJAS

Muestra idénea en caso de bajas.

Pulmones Permite un diagnéstico completo.

Muestreo de animales vivos.
Permite muestrear un mayor niimero de animales.

Lavados broncoalveolares o Permite el cultivo microbiolégico, realizacién de
raspados bronquiales antibiograma y técnicas de PCR.
Aporta informacién de los agentes presentes en
pulmoén.

Muestreo de un mayor niimero de animales en una
(inica muestra.

Fluidos orales Permite realizar tanto busqueda de antigenos
(PCR) como de anticuerpos (ELISA).
Buen sistema de monitorizacién en explotaciones
asintomdticas

Muestreo sencillo de animales.

Hisopos nasales

INCONVENIENTES

Requiere animales muertos o sacrificados.
Riesgo de que el animal analizado no sea
representativo del grupo.

La toma de muestra requiere personal
entrenado y material especifico.

No se puede realizar estudio histopatolégico.

Los animales enfermos no suelen interactuar
con las cuerdas.

No se puede realizar cultivo microbiolégico.
La conservacién de la muestra es critica para
asegurar un buen resultado.

No se puede realizar estudio histopatolégico.

Presencia de cepas no patégenas en vias
respiratorias altas.

Es posible no detectar agentes presentes en
pulmén.

No se puede realizar estudio histopatolégico.

Cuadro 5.- Tipo de muestras respiratorias de cerdo para el diagnéstico de App, ventajas e inconvenientes.

(Chacén, 2017).

Imagen 11.- Pulmon con hallazgos de pleuropneumonia porcina: 1) areas consolidadas de color rojo oscuro a negro, 2) edema

interlobular y 3) pleuritis fibrinosa. (Gottschalk, 2017)

Los lavados broncoalveolares y raspados bronquiales (Imagen 12), son muy utiles
en procesos respiratorios donde no hay bajas, pero si aparecen animales con signos
respiratorios tos o disnea; que permite muestrear un nimero importante de animales



agrupandolos por edades, naves o estado de produccién. Aporta informacion exacta
de los microorganismos presentes a nivel pulmonar (Chacén, 2017).
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Imagen 12. Lavados broncoalveolares o raspados bronquiales (Chacén, 2017). Se muestra la técnica del lavado
broncoalveolar, que usa para recoger una muestra de tejido de los pulmones para su analisis. Durante el procedimiento, se
introduce una solucion salina a través del broncoscopio para lavar las vias respiratorias y recoger una muestra de liquido.

3.4.3.-Histologia.

La lesion histologica se caracteriza por necrosis de los pulmones, con hemorragia,
infiltracion de neutrofilos, macrofagos y activacion plaquetaria, trombosis vascular,
edema y exudado fibrinoso, como se observa en la Imagen 12, en donde se muestra
un corte histolégico de pulmén de cerdo inoculado con App. Ademas, se pueden ver
microcolonias de organismos en los alvéolos infectados, que pueden causar
bacteriemia (L6pez, 2017).

Es importante sefialar que el agente etioldégico no se puede determinar Unicamente
con la inspeccion postmortem e histopatologia. Ademas, lo mas completo del
diagnostico de Actinobacillus pleuropneumoniae es identificar los planteles
infectados subclinicamente, ya que sus animales portadores son los principales
responsables en la diseminacion de la enfermedad (Ferri, 2017).
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Imagen 13.- Cortes histoldgicos de pulmones de cerdos experimentalmente inoculados con App. A: Se aprecia un
infiltrado leucocitario alveolar compuesto por macréfagos activados y polimorfonucleares (PMNs)(flecha), y edema

alveolar leve (H y E; aumento 100X). B: Se aprecia un intenso infiltrado leucocitario alveolar rodeado por un halo
inflamatorio y la neoformacion de tejido fibroso en la periferia (flechas) (H y E; aumento 32X) (Mufioz. 2010)
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3.4.4.-Pruebas diagnoésticas para Actinobacillus pleuropneumoniae.

El aislamiento e identificacion de App mediante pruebas microbioldgicas, utilizando
medio de cultivo selectivo y pruebas bioquimicas, es esencial para probar
antimicrobianos y para la produccién de vacunas autdgenas. La deteccion molecular
mediante el DNA de App por PCR, puede realizarse a partir de aislados bacterianos
o directamente de tejidos. Cuando los cerdos han sido tratados con antibioticos y
no es posible aislar la bacteria. La deteccion y clasificacion de los serotipos con
base a los anticuerpos frente a App puede confirmar una exposicién previa o la
presencia de anticuerpos adquiridos pasivamente. Existen dos tipos de pruebas
serolégicas: las basadas principalmente en ApxIV, que detectan todas las cepas de
App sin discriminacion entre serotipos, y las basadas en el polisacarido capsular
(CPS) o en la cadena O de los lipopolisacaridos (LPS), que son especificas de
serotipo (Gerber, 2016).

3.4.5.-Aislamiento bacteriolégico.

Una vez recibidas las muestras de pulmén, éstas deben ser tefiidas con tincion
Gram, en donde se observaran numerosos cocobacilos gramnegativos. La dificultad
de aislar Actinobacillus pleuropneumoniae se relaciona con la presencia de otras
bacterias en pulmones, las cuales pueden inhibir el crecimiento de la misma en los
medios de cultivo.

Actinobacillus pleuropneumoniae se divide en dos biotipos, el | es dependiente de
nicotinamida adenina dinucle6tido (NAD), por lo que se requiere afadir en el
laboratorio a los medios de cultivo NAD en una proporcion del 0.025%, o emplear
variantes de agar sangre ovina al 5% inoculadas con una cepa nodriza de
Staphylococcus aureus beta hemolitico, de este modo, Actinobacillus
pleuropneumoniae obtiene el NAD que necesita, y después de 12 horas de
incubacion aerobica crecen colonias con satelitismo alrededor de la estria de
Staphylococcus aureus, (Imagen 14, inciso C) y produce una zona de hemodlisis
completa: Christie Atkins-Munch-Petersen o Prueba de CAMP, (Imagen 14, inciso
D). El medio de cultivo selectivo Pleuropneumonia like organisms (PPLO)
igualmente suplementado con NAD, ha demostrado ser altamente sensible y
especifico (Imagen 14, inciso B).

Otro medio que se puede utilizar es el agar Chocolate (Agar sangre alterada por

calentamiento con liberacion del factor V), el cual permite el crecimiento de la
bacteria en una atmdosfera del 5% de CO2, a 37°C.

a7



Las cepas del Biotipo Il no requieren de factor NAD para su crecimiento 1,3
Actinobacillus pleuropneumoniae crece a 37° C, preferentemente en presencia de
CO2 (5%), al menos en cultivos iniciales. En 24 a 48 horas produce colonias
redondas, pequefas, de 0.5 — 1 mm de diametro, lisas y brillantes u opacas y de
aspecto céreo, de color gris blanquecino, como se observa en la Imagen 14, inciso
A (Hernandez, 2002). El agar sangre es un medio adecuado que se utiliza con una
estria nodriza de especies producidas de factor V, con las que App satelitizan;
ademas posee la ventaja de que permite observar la presencia de hemolisis como
se muestra en la Imagen 14, inciso E (Gutiérrez, 2014)

Imagen 14.- Cultivo de App en medios sdlidos (Gutiérrez, 2014). A: colonias en agar chocolate; B: colonias en agar PPLO
enriquecido con NAD; C: satelitismo en agar sangre. D: Efecto CAMP; E: colonias hemoliticas en la presencia sangre.

El caldo PPLO se emplea principalmente para el aislamiento y cultivo de
Mycoplasma spp. Este microrganismo se descubrié en un caso de pleuroneumonia
en unavaca, y se conoce como "organismos parecidos a pleuroneumonia" o PPLO.
(Gottschalk, 2012). Para su identificacion se realizan pruebas bioquimicas que nos
permiten diferenciar a especies semejantes, como se observa en el Cuadro 6.



Reaccién Resultado Reaccion Resultado

Requerimiento de factor V (NAD?) + Maltosa +
Porfirina a partir de 4cido 8-aminolevulinico I Melibiosa -
Indol - Sucrosa +
Ureasa + Trealosa -
Ornitina descarboxilasa - Melisitosa -
Lisina decarboxilasa - Rafinosa -

Arginina dihidrolasa Inulina -

Hemdlisis (sangre de cordero) + Almidén, soluble -
Reaccion CAMP® (sangre de cordero) + Esculina -
Catalasa + Salicina -
Oxidasa - Adonitol -
B-galactosidasa + Dulcitol =
a-fucosidasa - Glicerol -
Fosfatasa alcalina + meso-Eritritol

L-arabinosa - Manitol +
D-ribosa + Sorbitol -
D-xilosa + Inositol -
L-ramnosa - Xilitol -
D-galactosa + Acidos finales Acético
Acido a partir de glucosa P Acidos finales Lactico
Gas a partir de glucosa - Caldo glucosa Succinico
D-fructosa + Celobiosa -
D-manosa + Lactosa 1% -
Sorbosa - Lactosa 5% -

Cuadro 6.- Caracteristicas bioquimicas del Actinobacillus pleuropneumoniae biotipo 1. (Rodriguez, 2012). * Las cepas del biotipo
2, son no-dependientes de NAD. *CAMP: Christie-Atkins-Munch-Petersen. (+) Positivo, (-) Negativo

La identificacion bioquimica se puede llevar a cabo para demostrar el fenomeno
CAMP (Christie-Atkins-Munch-Petersen), actividad ureasa y fermentacion del
manitol. Sin embargo, en infecciones mixtas se recomienda el uso de medios
selectivos. Debido a todo lo anterior, la identificacion por aislamiento puede ser
confusa, complicada y relativamente insensible, especialmente en casos cronicos.
Ademas, no es la Unica bacteria que es NAD dependiente, por lo que son necesarias
técnicas moleculares para su identificacion. No obstante, el aislamiento primario
entrega informacion para conocer la susceptibilidad a los antimicrobianos del
serotipo especifico y sigue siendo considerada, por algunos investigadores, como
la técnica estandar "estandar de oro" para diagnosticar Actinobacillus
pleuropneumoniae. Finalmente, el aislamiento bacteriano no es viable en animales
portadores, que son los principales responsables del contagio de criaderos que
estan libres de la enfermedad. Ademas, la técnica requiere mucho tiempo y trabajo,
por lo que hoy en dia es mas recomendable identificar el organismo a través de
técnicas moleculares y utilizar las técnicas serolégicas que nos dira si el cerdo
estuvo en contacto en algiin momento con App y se mide su respuesta inmune
(Dennis, 2015).
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3.5.- Caracterizacion de Actinobacillus pleuropneumoniae.

Para llevar a cabo una caracterizacion mas a fondo de la bacteria se pueden realizar
diversas pruebas, como se observa en el Cuadro 7, donde se describe el objetivo
de cada prueba para el diagnostico y caracterizacion de Actinobacillus
pleuropneumoniae, el tipo de muestra que se necesita y las consideraciones que
hay que tomar en cuenta.

Serotipado tradicional: La caracterizacion de cepas de App por serotipado
tiene mas interés para los porcicultores. El conocer los serotipos especificos
de una granja puede ayudar en el estudio epidemiolégico y en la seleccién
de vacunas. De todos los test serologicos desarrollados para el serotipado
de App, la coaglutinacion es el mas utilizado. El serotipado puede diferenciar
entre 15 cepas de App; sin embargo, algunos aislados pueden presentar
reacciones cruzadas frente a mas de un antisuero, que son dificiles de
interpretar. En estos casos, puede recurrirse a otras pruebas como la difusion
en agar gel o la hemaglutinacién indirecta (Gottschalk, 2015).

Serotipado molecular: Las técnicas moleculares se han desarrollado para
superar el inconveniente de obtener antisueros especificos y evitar las
reacciones cruzadas de algunos aislados de App. Algunas de ellas identifican
el serotipo de forma precisa, mientras que otras detectan grupos de
serotipos. La mayoria de las pruebas PCR capaces de diferenciar cepas de
App se dirigen a genes del polisacarido capsular (CPS) especificos y pueden
diferenciar los serotipos 1, 2, 3, 5, 6, 7, 8, 10 y 12. En este momento, la PCR
para identificar o diferenciar claramente cepas del serotipo 13, 9y 11 no esta
disponible comercialmente. Como las pruebas de serotipado tradicionales, el
serotipado por PCR también requiere un aislamiento inicial de las cepas
bacterianas de interés (Gottschalk, 2015).

Serotipado serolégico: La prueba ApxIV ELISA sirve como herramienta de
monitorizacién y si es positivo el test ELISA, el lipopolisacéarido (LPS) permite
identificar serogrupos (reacciones cruzadas LPS: 1/9/11; 4/7; 3/6/8/15) o
serotipos individuales (2, 5, 10, 13 y 14). Algunos test comerciales
disponibles identifican serogrupos como 1/2, 3/6/8/15, 4/5/7 o 10/12. Los
serotipos 6, 8, 12 y 15 pueden estar presentes en rebafios en ausencia de
signos clinicos. Los cerdos infectados por estos serotipos se detectan mas
facilmente por serologia, especialmente cuando se analiza un namero bajo
de animales por rebafo (Gottschalk, 2015).
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Prueba Objetivo Tipo de muestra Consideraciones
Confirmacién de App Tejido  pulmonar  con = Las tasas de aislamiento son muy bajas en los casos
Prueba de resistencia = lesiones crénicos, en los animales tratados con antibidticos y en
antimicrobiana Tonsilas o hisopos de = las muestras de matadero. La sensibilidad puede mejorar
Aislamiento Subsecuente tonsilas utilizando separacién inmunomagnética, sin embargo,
bacteriano caracterizacién posterior esta técnica es costosa y no estd disponible ampliamente
Aislados bacterianos El gen ApxlV u otros marcadores de App pueden
PCR Confirmacién de 4pp Tejido pulmonar utilizarse para monitorizar los rebarios libres
Tonsilas o hisopos de
tonsilas
Serotipado Determinar qué serotipo = Répida confirmacién de la  La reaccién cruzada entre algunos serotipos
tradicional estd presente identificada
Aislados bacterianos Esta prueba cada vez se utiliza mas por los laboratorios
Determinar qué serotipo  Tejido pulmonar de diagnéstico veterinario. La PCR especifica de
Serotipado estd presente Tonsilas o hisopos de = serotipo es sensible y especifica, pero realizar la prueba
molecular tonsilas para varios serotipos incrementa el coste.
Deteccién de anticuerpos = Suero Es un test disponible de bajo coste. Es adecuado para
frente al gen ApxIV que = Fluidos orales monitorizar rebafios libres de App pero menos ftil en
ELISA es especifico de App rebanos que se sabe que estdn infectados
Deteccién de anticuerpos ~ Suero Es una prueba sensible y especifica, pero realizar para
ELISA especifico frente a varios serotipos  Fluidos orales varios serotipos incrementa el coste

de serotipo

de App

Cuadro 7.- Pruebas para el diagnéstico y caracterizacion de Actinobacillus pleuropneumoniae (Gerber, 2016).

3.5.1.- Técnicas inmunoldgicas para detectar antigenos.

3.5.1.1.-Inmunohistoquimica (IHQ).

Esta técnica utiliza anticuerpos (Ac) conjugados con enzimas Ccomo
inmunoperoxidasa o fosfatasa alcalina, como se observa en la Imagen 15, donde
se muestran los componentes de la IHQ. La inmunohistoquimica directa requiere de
Ac marcados dirigidos a un epitopo especifico del Actinobacillus pleuropneumoniae.
Por otra parte, la inmunohistoquimica indirecta consiste en un complejo de Ac
especifico al antigeno (Ag) y un anticuerpo Ac marcado con el complejo enzimético,
es decir que se requiere de Ac monoclonales para cada serotipo (Dennis, 2015).
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A A Anlicuerpo primario
)k\ B: Complejo Peroxidasa-Anfiperoxidasa
D C: Anticuerpo secundario

D Antigeno tisular

Imagen 15.- Inmunohistoquimica, por el método indirecto de Peroxidasa-Antiperoxidasa (Delgado, 2012). (A) es una
inmunoglobulina que se une especificamente a una proteina concreta u otra biomolécula, (B) este complejo esta constituido por
dos moléculas de inmunoglobulinas y tres de peroxidasa; es necesario que se desarrolle el complejo peroxidasa
antiperoxidasa y obtener anticuerpos por inmunizacion de animales de la misma especie que los utilizados en la obtencién del
anticuerpo primario, (C) se unen a los anticuerpos primarios y se utilizan habitualmente para detectar y visualizar un anticuerpo
primario y (D) es una molécula detectada en la mayoria de los distintos tipos de carcinomas de pulmén, asi como en muchos
otros de distintas localizaciones.

Su ventaja es que puede estudiar la relacién del agente con las células que atacan,
lo que demuestra su gran utilidad en investigacién, pero no para la industria porcina,
por ser una técnica laboriosa y costosa (Hernandez, 2002).

3.5.1.2.-Inmunofluorescencia (IF).

En esta técnica se emplean anticuerpos preparados frente a la proteina que se
desea detectar marcados con moléculas fluorescentes, (Imagen 16). En esta prueba
se aprecia si hubo unién del anticuerpo con el antigeno por la fluorescencia emitida,
gue se observa bajo microscopio de luz ultravioleta. La inmunofluorescencia directa
tiene la limitacion del marcaje con un fluorocromo de cada uno de los anticuerpos
necesarios para cada una de las sustancias a investigar. Para evitar esto la
inmunofluorescencia indirecta, trata el tejido o células con antisueros anti-antigeno
y secundariamente anti-inmunoglobulinas marcadas con un fluorocromo (Dennis,
2015).
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En esta técnica se requiere un microscopio de fluorescencia, lo que se convierte en
una desventaja, ademas, con esta técnica se han detectado reacciones cruzadas
(Hernandez, 2002).

Esquema IF Directa e Indirecta

A Anficuerpo prirmario
B:IF DIRECTA

C: Hluorocroma

OD: IFINDIRECTA

E: Anficuerpo secundario

Imagen 16.- Inmunofluorescencia Directa e Indirecta (Delgado, 2012). Anticuerpo primario es una inmunoglobulina que
se une especificamente a una proteina concreta u otra biomolécula, fluorocromo es un componente de una molécula que hace
gue ésta sea fluorescente y anticuerpos secundarios se unen a los anticuerpos primarios y se utilizan habitualmente para
detectar y visualizar un anticuerpo primario.

3.5.1.3.-Separacion inmunomagnética (IMS).

Técnica altamente sensible que aisla al agente utilizando imanes (pequefias
esferas) cubiertos con anticuerpos especificos al serotipo de Actinobacillus
pleuropneumoniae, como se observa en la Imagen 17, donde se esquematiza la
técnica de separacion inmunomagnética. La aplicacion de un campo magnético
permite separar las células unidas a las esferas (seleccion positiva) de las células
no unidas (seleccién negativa). Luego, la microbiota contaminante es lavada y se
obtiene un cultivo 1,000 veces mas puro que el cultivo directo en agar. La principal
desventaja es su elevado costo (Dennis, 2015).
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Imagen 17.- Separacion inmunomagnética. (Calderén, 2007).



3.5.2.- Técnicas que detectan anticuerpos.

Actinobacillus pleuropneumoniae es una bacteria que presenta una complejidad
particular, debido a la existencia de varios serotipos. Es asi como en un mismo
plantel pueden coexistir varios serotipos y otras bacterias relacionadas, convirtiendo
al diagndstico serolégico en todo un reto. Algunos de los examenes seroldgicos que
se han utilizado en la deteccion del Actinobacillus pleuropneumoniae son los
siguientes:

3.5.2.1.-Coaglutinacién.

En esta técnica se hace visible el complejo Ag-Ac, al entrar en contacto los
anticuerpos mediante los dos puntos de union con el antigeno, establecen
entramados de muchas moléculas de Ag-Ac. Esta aglutinacion de particulas
antigénicas forma grumos, para que estos grumos sean facilmente visibles
macroscopicamente, los anticuerpos estan unidos por el fragmento Fc a particulas
inertes de mayor tamano, tales como particulas de latex; como se observa en la
Imagen 18, donde se esquematiza la técnica de Coaglutinacién (Dennis, 2015).

Imagen 18.- Coaglutinacién (Calderdn, 2007). Ag-Ac complejo formado por la unién no covalente de un antigeno con un
anticuerpo (inmunocomplejo). Tiene una funcion defensiva y de proteccion frente a diversos agentes, pero en ocasiones es
responsable de enfermedades por mecanismos de interferencia fisica, inflamacion, citotoxicidad, opsonizacién o alteracién
funcional

Para su desarrollo se requiere una cepa bacteriana que sintetice grandes
cantidades de proteina A (cepa de S. aureus), que se une a la regiéon Fc de las 1gG,
guedando libre la region Fab, dispuesta para reaccionar con su antigeno especifico.
Esta técnica es extraordinariamente rdpida, pero en general adolece de buena
sensibilidad, se han presentado reacciones cruzadas, entre los serotipos 1, 9y 11
(Rodriguez, 2012).
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3.5.2.2.-Fijacion del complemento.

El test se basa en la obtencion de antigenos especificos para cada uno de los 15
serotipos, que reaccionan frente al suero investigado. Los antigenos se obtienen del
sobrenadante de una suspension de bacterias. Adicionalmente, se requiere de
complemento, suero bovino fetal, y del suero problema, los que son incubados
durante 12 horas. Luego de este periodo se afiaden los globulos rojos. Si el suero
porcino contiene anticuerpos especificos frente al antigeno del serotipo investigado,
interaccionaran con él y el complemento se unird a la porcién Fc del anticuerpo.
Esto agotara el complemento presente y evitara la lisis de los globulos rojos en el
sistema de reaccion, como se observa en la Imagen 19, donde se esquematiza la
técnica de Fijacion del complemento (Dennis, 2015).
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Imagen 19.- Fijaciéon del Complemento (Calderén, 2007).

En el caso del Actinobacillus pleuropneumoniae fue inicialmente utilizado para
detectar diferentes anticuerpos; sin embargo, presenta una sensibilidad vy
especificidad muy reducida para ser una técnica confiable en la deteccion rutinaria
de Actinobacillus pleuropneumoniae en laboratorios clinicos o como prueba de
campo (Ferri, 2017).



3.5.2.3.-ELISA (Ensayo por inmunoabsorcion ligado a enzimas).

La identificacion de los complejos Ag-Ac se hace mediante el empleo de enzimas
unidas al antigeno, o unidas al anticuerpo, como se observa en la Imagen 20, donde
se muestran los diferentes tipos de ELISA. El ensayo de ELISA puede ser directo o
no competitivo, en esta técnica se tapiza la placa con el anticuerpo especifico frente
al antigeno a determinar, posteriormente se afiade la muestra con el antigeno.
Después se adiciona el anticuerpo secundario marcado con la enzima que en
presencia de su sustrato da un producto coloreado soluble, este producto es
cuantificado mediante el lector de ELISA. EI método indirecto o competitivo se
diferencia del caso anterior en que se afiaden los anticuerpos, previamente
incubados con la muestra, los anticuerpos que no se han unido a los antigenos de
la muestra lo haran a los antigenos de los pocillos. Como enzimas se suelen utilizar
la peroxidasa, la galactosidasa o la glucosa oxidasa (Dennis, 2015).
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Imagen 20.- Inmunoensayo enzimético ELISA (Calderén, 2007).

Antigeno: sustancia que al introducirse en el organismo induce en este una respuesta inmunitaria, provocando la formacion de
anticuerpos.

Enzimas: son moléculas organicas que actian como catalizadores de reacciones gquimicas, es decir, aceleran la velocidad de
reaccion.

Sustrato: sustancia sobre la que actla una enzima.

El diagnéstico seroldgico basado en LPS y antigenos capsulares de Actinobacillus
pleuropneumoniae nos ofrece hoy en dia viarias pruebas ELISA (serodiagndésticos)
especificos para ciertos serotipos como 1, 2, 4, 5, 6 y 7. Sin embargo, no ses
encuentra disponible un test comercial Unico que discrimine entre los distintos
serotipos (Rodriguez, 2012).

Un estudio llevado a cabo por Inzana y Fenwick en 2001 desarrollaron un ELISA
especifico para los serotipos que afectan principalmente a Norteamérica (1, 5y 7).
Debido al problema de las reacciones cruzadas, por epitopos comunes entre los
diferentes serotipos y otras especies de bacterias, este estudio utiliz6 el polisacarido
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0 antigeno capsulares por ser serotipo especifico. Se realizaron ELISAs especificos
para cada serotipo y un ELISA que combiné a los tres serotipos en una sola placa,
obteniendo resultados positivos, para detectar diferentes anticuerpos (provenientes
de una misma muestra de suero) contra serotipos distintos de Actinobacillus
pleuropneumoniae. Dreyfus en 2004 desarroll6 un ELISA indirecto utilizando la
exotoxina ApxIV recombinante, que presenta la particularidad de ser producida por
los 15 serotipos, actualmente identificados. Su utilidad es primordial, ya que
identificaria a los animales enfermos agudos y crénicos con la Actinobacillus
pleuropneumoniae. Las desventajas son que no discrimina entre los distintos
serotipos existentes y el resultado podria ser negativo en animales portadores, ya
gue el gen ApxIV solo se expresa en animales que presentan el cuadro clinico (Ferri,
2017).

ELISA dirigidos contra Apxll y ApxIll han mostrado reacciones positivas en cerdos
gue eran libres de Actinobacillus pleuropneumoniae, debido a una interaccion
cruzada con otras especies de Actinobacillus spp, como A. suis, A. rossi y A.
porcinotoncillarum. Asi el atractivo proporcionado por estas exotoxinas, en la
deteccion via ELISA de Actinobacillus pleuropneumoniae es un tanto decepcionante
(Ferri, 2017).

Otro aspecto importante es que la PCP no solo se puede diagnosticar por medio de
la busqueda de anticuerpos creados contra Actinobacillus pleuropneumoniae o sus
propios antigenos. También existe la posibilidad de conjugar los test ya existentes,
con la deteccion de proteinas que exprese el animal, cuando el equilibrio entre el
sistema inmunoldgico y la microbiota respiratoria se vean alterados. Asi lo evidencio
un estudio llevado a cabo por Henning en 2004, que utilizé un ELISA para detectar
péptidos antimicrobianos, producidos por animales enfermos agudos, croénicos,
subclinicos y portadores. La determinacién de esta proteina descubierta (PR-39)
podria crear las bases de una nueva herramienta diagndstica para identificar a los
animales sanos portados del patdgeno (Rodriguez, 2012).

Para finalizar, existen otras técnicas que se han probado para la deteccion de
anticuerpos contra Actinobacillus pleuropneumoniae. No obstante, todas presentan
la desventaja de las reacciones cruzadas entre serotipos o bacterias relacionadas
filogenéticamente. Entre ellas se encuentran las siguientes:
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3.5.2.4.-Precipitacion en gel o inmunodifusion.

Se basa en la difusion de los antigenos y anticuerpos en un gel de agar, con la
consiguiente precipitacion de una linea cuando ambos forman complejos inmunes,
como se observa en la Imagen 21, donde se esquematizan las reacciones que se
pueden presentar. Esta técnica se realiza en placas de agar en donde se practican
pocillos, en uno de estos pozos se coloca el suero 0 muestras a investigar y en el
resto se coloca el anticuerpo preparado frente a la sustancia que se quiere identificar.
Cuando difunden, ambos sistemas se encontraran y se formard en la zona de
equivalencia el complejo Ag-Ac correspondiente que se hace visible en forma de una
linea de precipitacion. En una preparacidbn que contenga varios antigenos, se
obtendran mudltiples lineas de precipitado, lo que permite identificar sustancias segun
la forma de unirse las lineas de precipitacion de dos o varios sistemas. El
inconveniente es su lentitud y la dificil interpretacion de las bandas de precipitacion
(Dennis, 2015).
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Imagen 21.- Inmunodifusién (Calderén, 2007).

3.5.2.5.-Hemaglutinacién indirecta (HAI).

La técnica consiste en la suspension de las células bacterianas en solucion salina
durante 12 horas, la cual es centrifugada y, posteriormente, se recoge el
sobrenadante. Este extracto salino se incuba una hora en presencia de glébulos
rojos de oveja, de tal forma que los antigenos bacterianos se adsorban a la
superficie de los eritrocitos. Finalmente, se tapizan las placas de microtitulacion con
la suspension de eritrocitos y se afiaden diluciones seriadas del suero problema.
Las reacciones positivas se manifiestan como un sedimento plano y las negativas
como una mancha abotonada en el centro del pocillo, como se observa en la Imagen
22, donde se esquematiza la técnica de Hemaglutinacion indirecta. Se ha
demostrado que existen reacciones cruzadas, por ejemplo, con H. parasuis
(Gottschalk, 2012).
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Imagen 22.- Hemaglutinacion indirecta (HAI) (Calderdn, 2007).

Por lo tanto, las pruebas serolégicas o inmunoldgicas presentan reacciones
cruzadas, y aungque estos inconvenientes pueden ser superados por las técnicas
moleculares, aun son costosas y no aptas para usarlas rutinariamente por los
veterinarios de campo. Otro gran problema es la deteccion de animales enfermos
subclinicos o portadores, en donde las técnicas moleculares podrian ser la gran
solucion. Ademas, es importante sefialar que estas técnicas, por lo general, son
especies especificas, dificultando el diagndstico de los diferentes serotipos en un
pais. Por lo tanto, es fundamental, a corto plazo, cultivar y aislar el o los serotipos
de Actinobacillus pleuropneumoniae, después verificar la especie y el serotipo al
través de técnicas moleculares y seroldgicas, para finalmente realizar estudios
epidemiolégicos que permitan conocer la realidad nacional. Lo anterior con el
objetivo de estandarizar la mejor técnica que permite detectar animales portadores,
antes de su ingreso a las naves de cerdos, controlando asi una enfermedad que ha
generado por mucho tiempo considerables pérdidas (Dennis, 2015).
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3.5.3.-Técnicas de Biologia Molecular.
3.5.3.1.-Hibridacién fluorescente in situ (FISH).

Es una técnica utiliza moléculas fluorescentes para localizar genes o fragmentos de
DNA. Es especialmente (til para mapear genes o localizar anormalidades
cromosomicas, como se observa en la imagen 23, donde se esquematiza la técnica
de FISH. La técnica consiste en preparar cortas secuencias de DNA de una sola
hebra, llamadas sondas, que son complementarias de las secuencias de DNA que
se quieren marcar y examinar. Estas sondas se marcan con moléculas
fluorescentes. Estas sondas se hibridan o unen al DNA complementario y, como
estan marcadas con moléculas fluorescentes, permiten localizar las secuencias en
las que se encuentran (Dennis, 2015).

marcado con una

sonda de DNA

HIBRIDACION FLUORESCENTE IN SITU

Imagen 23.- Hibridacién fluorescente in situ (FISH) (Calderén, 2007). Las moléculas fluorescentes como la biotina, también
llamada vitamina B7, vitamina H y coenzima R, es una coenzima necesaria para el metabolismo de las grasas, las proteinas y
los carbohidratos y la fluoresceina es un colorante sélido de color amarillo que se disuelve en solucién alcalina produciendo
intensa fluorescencia verde; necesarias para visualizar las secuencias del DNA.

Para FISH se requiere trozos de tejido que son sometidos a una digestion del DNA
bacteriano, amplificacidn y visualizacion al microscopio. Se desarrollé la hibridacion
in situ para la deteccién del gen ApxlV, a través de sondas de DNA marcadas con
digoxigenina, que reconocian al gen, desde pulmones de cerdos inoculados
experimentalmente. Esta demostrd ser una herramienta valiosa en el diagndstico
de la pleuroneumonia porcina, cuando solo se utilizan tejidos fijados en formalina
como muestras para diagnostico. Lo que es una ventaja para otro tipo de muestra
(Gottschalk, 2012).
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3.5.3.2.-Reaccioén en cadena de la polimerasa (PCR).

La PCR constituye uno de los avances méas importantes de la Biomedicina. Esta
técnica permite amplificar pequefias cantidades de DNA entre cientos de miles y
millones de veces. El tramo destinado a reproducirse puede tener desde cincuenta
hasta mas de dos mil nucledtidos de longitud. Es una reaccién que utiliza DNA,
enzima polimerasa y oligonucleodtidos (primers) para amplificar fragmentos
especificos del DNA, consta de tres pasos fundamentales: desnaturalizacion,
alineamiento y extension, como se observa en la imagen 24, donde se esquematiza
la técnica de PCR.

La primera reaccion consiste en la desnaturalizacion del DNA, separandose las dos
cadenas por ruptura de los enlaces de hidrogeno. Las condiciones tipicas de
desnaturalizacion son 95°C por 30 segundos, 0 97°C por 15 segundos; sin embargo,
temperaturas mas altas pueden ser apropiadas especialmente para templados ricos
en G + C. La segunda reaccion consiste en la hibridacion de los primers. Para ello
se baja la temperatura y las condiciones seran tales que se facilitara la unién de los
primers a las cadenas. La temperatura y el tiempo requerido para el alineamiento
de los primers son de 50-60°C, aunque también dependen de la composicion,
tamafio y concentracion de los primers amplificadores. Una temperatura de
alineamiento optima es 5°C por debajo de la Tm de los primers.

La tercera reaccion es la extension, se efecttia a 72° C, temperatura a la cual, la
polimerasa lleva a cabo su accién, insertando los diferentes nucle6tidos
complementarios en el orden que le va indicando la cadena que actia como molde.
El tiempo de extension depende de la longitud y concentracion de la secuencia
blanco y de la temperatura.

Los tres pasos anteriores constituyen un ciclo. La repeticion de este ciclo permite
obtener millones de copias del fragmento de interés. El nUmero 6ptimo de ciclos
dependera principalmente de la concentracion inicial del templado cuando los otros
parametros son optimizados (Cortazar, 2004).
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COMPONENTES DE LA PCR CICLOS DE LA PCR
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Imagen 24.- Pasos fundamentales en la Técnica de PCR: Desnaturalizacion, Alineamiento y Extensidn (Cortéazar, 2004).

Esta herramienta genética es utilizada para identificar Actinobacillus
pleuropneumoniae, desde de un cultivo mixto de bacterias provenientes de
muestras de tonsilas y de tejidos necréticos, genera la ventaja de poder diferenciar
entre Actinobacillus pleuropneumoniae y otras bacterias como A. porcinotonsillarum
(Gottschalk, 2012).

En algunos casos, utilizaron PCR para detectar Actinobacillus pleuropneumoniae,
de ambos biotipos en cerdos portadores o subclinicos en muestras de tejidos
(biopsias), tonsilas completas y desde cultivos directos (Dennis, 2015).



4.- OBJETIVO GENERAL

Evaluar la presencia de Actinobacillus pleuropneumoniae en el aparato respiratorio
del cerdo (pulmon y tonsilas) mediante la técnica de reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR) para utilizarla como una prueba diagndstica viable en el estudio
de la Pleuroneumonia Contagiosa Porcina.

4.1.-Objetivos particulares.

e Obtener de la biomasa de los serotipos 1 y 5 de Actinobacillus
pleuropneumoniae.

e Estandarizar la técnica de extraccion de DNA bacteriano correspondiente a los
serotipos 1 y 5 de Actinobacillus pleuropneumoniae, mediante la utilizacién del
kit Wizard Genomic DNA Purification (PROMEGA).

e Cuantificar de la cantidad minima necesaria del material genético de
Actinobacillus pleuropneumoniae en los serotipos 1 y 5, para apreciar mejor la
banda en la lectura de la electroforesis.

e Estandarizar de la técnica de extraccion de DNA bacteriano modificado para
tejido de pulmoén de cerdo, mediante su liofilizacion y la obtencion de mayor
concentracion del material genético.

e Determinar la pureza y la integridad del DNA, a través de su lectura en el
espectrofotometro para microplacas (EPOCH) y electroforesis.

e Aplicar de la técnica de PCR para amplificar el material genético de
Actinobacillus pleuropneumoniae, en las muestras de tejido de pulmén de cerdo
y en los serotipos 1y 5 utilizando primers especificos.

e Detectar la presencia del producto de PCR de Actinobacillus pleuropneumoniae
mediante la técnica de electroforesis horizontal, teniendo como referencia un
marcador de pares de bases y los serotipos 1y 5.

5.- HIPOTESIS.
Si se realiza la PCR a los pulmones y tonsilas de cerdo con la Pleuroneumonia
Contagiosa Porcina se podra amplificar el material genético de Actinobacillus

pleuropneumoniae, detectarlo mediante una electroforesis horizontal y asi evaluar
la eficacia de estas técnicas moleculares.
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6.- MATERIAL Y METODOS.

Cajas Petri
Pipetas
Tubos Eppendorff

MATERIALES Y EQUIPO:

Termoémetro
Portaobjetos
Asas bacteriol6gicas

Liofilizadora
EPOCH
Termociclador

Mechero Pinzas Equipo de electroforesis

Espatula Tubos de centrifuga industrial Lampara de luz UV
Tijeras Crioviales Balanza digital y de doble platillo
Bisturi Propipeta Autoclave

Micropipetas (100uL, 200uL, 1000uL)

Gradilla
Vasos de precipitado
Matraces

Microcentrifuga
Centrifuga Industrial
Incubadora con agitacién
Incubadora (Bafio Maria)

Incubadora a 37°C
Céamara de Nitrégeno
Parrilla eléctrica
Refrigeradores y Congeladores

Muestras.

Se colectaron un total de 172 muestras:

-App Serotipo 1y 5, obtenidas del aislamiento en medio de cultivo selectivo PPLO.
-Macerados de tejido de pulmén y tonsilas, obtenidas de lesiones caracteristicas de
App.

-Macerados Liofilizados de tejido de pulmon y tonsilas, obtenidas de lesiones
caracteristicas de App.

-Tejidos Liofilizados de pulmén, obtenidas de lesiones caracteristicas de App.
Provenientes de distintas granjas y rastros de la zona del bajio; se mantuvieron a
4°C hasta su uso en la extraccion de DNA.

7.- METODOLOGIA.

7.1.- Obtencién de Biomasa de Actinobacillus pleuropneumoniae, Serotipos 1
y 5.

Reactivar los crioviales de los serotipos 1y 5 que fueron preservados en N2 liquido,
colocarlos en un frasco de vidrio con agua tipo Il a temperatura ambiente, a partir
de éstos sembrar en un agar BHI (masivo) con estria de Cowan (Staphylococcus
aureus) e incubar 24 horas a 37°C. Observar el satelitismo y realizar tincion de Gram
de alguna colonia cercana a la estria y verificar que sean cocobacilos Gram
negativos. Posteriormente resembrar por masivo en un agar PPLO + NADH e
incubar 24 horas a 37°C, una vez crecidas las colonias cortar 1/3 del agar en trozos
grandes y transferirlos a un caldo PPLO + NADH previamente preparado y
esterilizado. Incubar en bafio Maria con agitacion a 37°C durante 24 horas (observar
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turbidez del medio). Transferir el contenido de los matraces a tubos para su
centrifugacion (20 min. a 5,000 rpm), desechar el sobrenadante y adicionar 5mL de
Skim Milk con una pipeta estéril y resuspender en vortex (Tubo 1). Vertir el contenido
del tubo 1 al tubo 2 y homogenizar en vortex, y asi sucesivamente con todos los
tubos que se ocuparon en la centrifuga, si sobr6é algun residuo en los tubos
anteriores recuperarlo y adicionarlo al dltimo tubo, a este tubo afiadir 1:0mL de Skim
Milk con otra pipeta estéril y mezclar en vortex.

Con una micropipeta de 1000mL, llenar los crioviales hasta 2/3 partes y etiquetarlos
con l4piz. Realizar la comprobacion de App. sembrando en un BHI con estria de
Cowan (masivo) y congelar a -30°C.

7.2.- Obtencién y almacenamiento de control positivo (Actinobacillus
pleuropneumoniae, Serotipos 1y 5).

Sembrar de forma masiva en agar PPLO + NADH, el serotipo obtenido de la
biomasa, verter 1mL de PBS estéril con micropipeta y raspar cuidadosamente el
agar con espatula; recolectar la suspensién con micropipeta y vaciar en tubo
Eppendorf, incubar a 37°C durante 30 minutos y almacenar en congelacion hasta
su uso. Todos los materiales utilizados tendran que estar esterilizados para evitar la
contaminacion de alguna otra bacteria indeseada.

7.3.- Liofilizacién.

Pesar cajas Petri vacias sin tapa para tejido o viales de vidrio sin tapa para
macerado, cortar laminas de tejido de pulmén con grosor de 4mm, en el caso del
macerado transferir el macerado al vial de vidrio, pesarlos nuevamente con la
muestra a trabajar, sin tapar y dejar en refrigeracion durante 24 horas a una
temperatura de 4 a 6°C.

Transcurrido el tiempo de refrigeracidn, sacar las muestras y pesarlas nuevamente,
dejar en congelacion durante 48 horas a una temperatura de 15 a -20°C y volver a
pesar. Encender la liofilizadora y esperar a que llegue a una temperatura de - 15°C
y +/-500 mbar, colocar las muestras en la liofilizadora sin tapa, durante 36 a 72 horas
(esperando obtener 93% de deshidratacion), finalizado el tiempo de liofilizacion,
sacar las cajas y pesarlas e inmediatamente colocar papel parafilm para su
conservacion.
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7.4.- Extraccién y purificacion del DNA de Actinobacillus
Pleuropneumoniae.

7.4.1.- De bacteria: Serotipos 1y 2 obtenidos de Biomasa.

Agitar la muestra 5 segundos, transferir 300uL de la muestra a un tubo Eppendorff
de 1.5mL y centrifugar a 14,500xg durante 2 minutos. Decantar el sobrenadante.
Anadir 600uL de solucion de lisis de nucleos e invertir 4 veces para resuspender las
células. Incubar a 80°C durante 5 minutos para lisar las células; posteriormente
enfriar a temperatura ambiente, agregar 4uL de solucion del RNAsa, homogenizar
con micropipeta e invertir el tubo 5 veces e incubar a 37°C durante 30 minutos.
Enfriar la muestra a temperatura ambiente y afadir 200uL de solucién de
precipitacion proteica. Agitar vigorosamente durante 20 segundos para mezclar la
solucién de precipitacion proteica con el lisado celular e incubar la muestra en hielo
durante 5 minutos, centrifugar a 14,500xg durante 3 minutos, transferir el
sobrenadante que contiene el DNA a un tubo limpio Eppendorf de 1.5mL que
contiene 600uL de isopropanol a temperatura ambiente y mezclar por inversion
suavemente hasta que se formen las hebras de DNA, centrifugar a 14,500xg
durante 2 minutos.

Decantar el sobrenadante y afiadir 600uL de etanol al 70% a temperatura ambiente
e invertir suavemente el tubo varias veces para lavar el pellet de DNA, centrifugar a
14,500xg durante 2 minutos y decantar el sobrenadante cuidadosamente, dejar
secar el pellet durante 5 minutos, afiadir 100uL de solucion de rehidratacion de DNA
al tubo y rehidratar el DNA a través de las siguientes alternativas:

-Incubar a 65°C durante 1 hora, mezclando periddicamente la solucién.
-Incubar la solucion a 4°C durante 12hrs.

Almacenar el DNA a 2 — 8°C.

7.4.2.- De bacteria: Macerados de pulmones y tonsilas.

La muestra se homogeniza durante 5 segundos y se transfiere 300uL de la muestra
a un tubo Eppendorf de 1.5mL y centrifugar a 14,500xg durante 2 minutos. Decantar
el sobrenadante, afiadir 600uL de solucion de lisis de nucleos e invertir 4 veces para
resuspender las células. Incubar a 80°C durante 5 minutos para lisar las células;
posteriormente enfriar a temperatura ambiente y agregar 4uL de solucion del
RNAsa, homogenizar con micropipeta e invertir el tubo 5 veces. Incubar a 37°C
durante 30 minutos. Enfriar la muestra a temperatura ambiente. Adadir 200uL de
solucion de precipitacidn proteica y agitar vigorosamente durante 20 segundos para
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mezclar la solucion de precipitacion proteica con el lisado celular e incubar la
muestra en hielo durante 5 minutos. Centrifugar a 14,500xg durante 3 minutos y
transferir el sobrenadante que contiene el DNA a un tubo limpio Eppendorf de 1.5mL
que contiene 600uL de isopropanol a temperatura ambiente. Mezclar por inversion
suavemente hasta que se formen las hebras de DNA y centrifugar a 14,500xg
durante 2 minutos, decantar el sobrenadante y anadir 600uL de etanol al 70% a
temperatura ambiente e invierta suavemente el tubo varias veces para lavar el pellet
de DNA. Centrifugar a 14,500xg durante 2 minutos. Decantar el sobrenadante
cuidadosamente. Escurrir el tubo sobre papel absorbente limpio y dejar secar el
pellet durante 5 minutos. Aiadir 100uL de solucion de rehidratacion de DNA al tubo
y llevar a cabo una de las siguientes alternativas:

-Incubar a 65°C durante 1 hora, mezclando periédicamente la solucion.
-Incubar la solucién a 4°C durante 12hrs.

Finalmente se almacena el DNA a 2 — 8°C.

7.4.3.- De tejido: Liofilizado de macerado.

Colocar una porcién aprox. 1g de tejido liofilizado de pulmoén de cerdo en un tubo
Eppendorf de 1,5mL y afadir 600uL de solucién de lisis de nucleos. Para
resuspender las células, se agita durante 5 segundos. Incubar a 65°C durante 30
minutos para lisar las células; posteriormente enfriar a temperatura ambiente.
Agregar 4L de solucion del RNAsa y homogenizar con micropipeta e invertir el tubo
5 veces. Incubar a 37°C durante 30 minutos. Enfriar la muestra a temperatura
ambiente y afnadir 200uL de solucidon de precipitacion proteica. Mezclar la solucion
de precipitacion proteica con el lisado celular agitandolo vigorosamente durante 20
segundos e incubar la muestra en hielo durante 5 minutos. Centrifugar a 14,500xg
durante 4 minutos. Transferir el sobrenadante que contiene el DNA a un tubo limpio
Eppendorf de 1.5mL que contiene 600uL de isopropanol a temperatura ambiente y
mezclar por inversibn suavemente hasta que se formen las hebras de DNA.
Centrifugar a 14,500xg durante 1 minutos, decantar el sobrenadante. Afadir 600uL
de etanol al 70% a temperatura ambiente e invierta suavemente el tubo varias veces
para lavar el pellet de DNA. Centrifugar a 14,500xg durante 1 minutos. Decantar el
sobrenadante cuidadosamente. Invertir el tubo sobre papel absorbente limpio para
eliminar material liquido, dejar secar el pellet durante 5 minutos y anadir 100uL de
solucion de rehidratacion de DNA al tubo, posteriormente se pueden seguir alguna
de estas alternativas:
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-Incubar a 65°C durante 1 hora, mezclando periddicamente la solucién.
-Incubar la solucién a 4°C durante 12hrs.
Por ultimo, se almacena el DNA a 2 — 8°C.

7.4.4.- De tejido: Liofilizado de tejido.

Colocar una porciéon aprox. 1g de tejido liofilizado de pulméon de cerdo en un tubo
Eppendorf de 1,5mL y afadir 600uL de solucién de lisis de ndcleos. Agitar 5
segundos para resuspender las células e incubar a 65°C durante 30 minutos para
lisar las células; posteriormente enfriar a temperatura ambiente. Agregar 4uL de
solucion del RNAsa, homogenizar con micropipeta, invertir el tubo 5 veces e incubar
a 37°C durante 30 minutos. Enfriar la muestra a temperatura ambiente. Anadir
200uL de solucion de precipitacion proteica. Mezclar la solucién de precipitacion
proteica con el lisado celular mediante agitacién vigorosa durante 20 segundo e
incubar la muestra en hielo durante 5 minutos. Centrifugar a 14,500xg durante 4
minutos y transferir el sobrenadante que contiene el DNA a un tubo limpio Eppendorf
de 1.5 mL que contiene 600uL de isopropanol a temperatura ambiente. Mezclar por
inversion suavemente hasta que se formen las hebras de DNA. Centrifugar a
14,500xg durante 1 minutos y decantar el sobrenadante. Aiiadir 600uL de etanol al
70% a temperatura ambiente e invierta suavemente el tubo varias veces para lavar
el pellet de DNA. Centrifugar a 14,500xg durante 1 minutos. Decantar el
sobrenadante cuidadosamente. Escurrir el tubo sobre papel absorbente limpio y
dejar secar el pellet durante 5 minutos y afiadir 100uL de solucién de rehidratacion
de DNA al tubo y rehidratar el DNA a través de las siguientes alternativas:

-Incubar a 65°C durante 1 hora, mezclando periodicamente la solucion.
-Incubar la solucién a 4°C durante 12hrs.

Al término, almacenar el DNA a 2 — 8°C.

7.5.- Evaluacion de la Calidad del DNA

7.5.1.- Lectura de la pureza del DNA utilizando el Espectrofotdmetro
para microplacas (EPOCH).

Centrifugar las muestras durante 10 segundos, cargar cada celda con 2uL por
muestra, sin formar burbujas: Ocupar los dos primeros pocillos para los blancos con
solucién de rehidratacion para DNA, posteriormente ocupar el resto de los pocillos
para las muestras obtenidas de la Extraccion de DNA.
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Comenzar las lecturas en el Espectrofotdmetro registrandose en el programa Gen
5 EPOCH: Iniciar por los blancos confirmando que sean viables, posteriormente
continuar con la lectura de las muestras.

7.5.2.- Lectura de la Integridad del DNA mediante Electroforesis en gel
de Agarosa al 1.2%.

Pesar 0.65g de Agar Agarosa y afladir a 50mL de TAE 1X, calentar y agitar hasta
clarificar. Preparacion de camara de Electroforesis (Gomas y peine). Vertir el agar
liguido en la camara de Electroforesis y enfriar con Refrigerante. Esperar a que
gelifique. Conservar en recipiente limpio y estéril con Buffer TAE 1X en refrigeracion
hasta su uso.

Electroforesis horizontal en gel agarosa al 1.2%: Montar la camara de Electroforesis,
colocar el gel de agarosa y cubrirlo con el Buffer TAE 1X. Mezclar los siguientes
reactivos hasta obtener una solucion homogénea.

Colocar en cada uno de los pocillos del gel agarosa:

REACTIVO CANTIDAD
Buffer de carga 1L
+ +
Muestra 7 uL

Cerrar, conectar y encender la camara de Electroforesis. Ajustar a 110-115volts y
en voltaje constante durante aproximadamente 45 minutos. Al término, disminuir a
Ovolts, apagar y desconectar el equipo. Sacar con cuidado el gel y colocarlo en la
lampara de luz UV. Utilizar los lentes de proteccion para poder observar las bandas
formadas.

7.6.- PCR de punto final.

Utilizando el kit para PCR “Wizard Genomic DNA Purification kit, Promega” Numero
de catalogo A1120 y Termociclador Techne Progene FPROGO02Y. Esperando
obtener un fragmento de elongacion de 417pb-418pb, como se observa en el
Cuadro 8, donde se muestra la secuencia de los primers utilizados en la PCR para
Actinobacillus pleuropneumoniae.
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Afadir en un tubo Eppendorf estéril los siguientes reactivos respetando el orden y
en frio:

REACTIVOS PARA 1 REACCION
PCR Master Mix MgCl, 25uL
Apx1 [50uM] 5uL
Apx3 [50uM] 5L
H,0 PCR 12puL
TOTAL: Preparado para PCR 47uL

NOTA #1: Cada vez que se adicione un reactivo, se debe introducir la micropipeta hasta el fondo del tubo, mezclandolo
cuidadosamente para no generar burbujas.

NOTA #2: El calculo se realiza para el nimero de muestras a procesar (nimero de reacciones), ademas de contemplar un
excedente para evitar que falte reactivo, es decir, si se quieren procesar 5 muestras, los calculos se harian para 5.5 reacciones
y se llevarian a cabo todas en un mismo tubo Eppendorff.

Afadir en tubos mini Eppendorf estériles para PCR, los siguientes reactivos
respetando el orden y en frio:

REACTIVOS PARA 1 REACCION
Preparado para PCR A47uL
Muestra (DNA) 3pL
TOTAL 50pL

NOTA #3: Cada vez que se adicione un reactivo, se debe introducir la micropipeta hasta el fondo del tubo, mezclandolo
cuidadosamente para no generar burbujas.

NOTA #4: La cantidad de tubos para PCR sera igual al nimero de muestras procesadas.

NOTA #5: El Preparado para PCR contiene Master Mix MgCl,, Apx1 [50uM], Apx3 [50uM] y H,0 PCR.

Una vez que se tiene todos los tubos de PCR listos se colocan en el termociclador
de acuerdo a las condiciones escritas en el Cuadro 8. La reaccién dura
aproximadamente 2 horas con 45 minutos. Finalizado el tiempo de la reaccion, se
sacan los tubos y se conservan a una temperatura de -15 a -20°C.

F TTATCCGAACTTTGGTTTAGCC
R CATATTTGATAAAACCATCCGTC
APXIV A-1 1 ciclo de 40°C por 2 min; 1 ciclo de 95°C por 15 minutos para la 418 pb
Condiciones desnaturalizacion; 30 ciclos de 94°C por 1 minuto, 62°C por 1

minuto, y 72°C por 1 min. 30s para la alineacion; y 1 ciclo de 72°C
por 7 min. para la extension.

F TTATCCGAACTTTGGTTTAGCC
R CATATTTGATAAAACCATCCGTC
1 ciclo de 40°C por 2 min; 1 ciclo de 95°C por 15 minutos para la
APXIV A-3 Condiciones desnaturalizacion; 30 ciclos de 94°C por 1 minuto, 62°C por 1 417pb

minuto, y 72°C por 1 min. 30s para la alineacion; y 1 ciclo de 72°C
por 7 min. para la extension

Cuadro 8. Secuencia de los primers utilizados en la PCR para Actinobacillus pleuropneumoniae (Janine, 2011).
F: forward; R: reverse; pb: Pares de bases (tamafio molecular)
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7.7.- Caracterizacion del producto de PCR por electroforesis horizontal.

Electroforesis horizontal en gen agarosa al 1.2% (fuente de poder para
electroforesis CONSORT 1200V-500mA E815)

Montar la camara de Electroforesis, colocar el gel de agarosa al 1.2% y cubrirlo con
el Buffer TAE 1X. Mezclar los siguientes reactivos hasta obtener una solucién
homogénea.

Colocar la solucion en los pocillos del gel agarosa, tal como se muestra a
continuacion:

POCILLO REACTIVO CANTIDAD

1 Buffer de carga 1L
+ +

Marcador de pb* 4L

2 Buffer de carga 1uL
+ +

Control + (ST1 o ST5) 7uL

Buffer de carga 1L
+ +

3 Control — (Sol. de rehidratacion) 7 yL

4 Buffer de carga 1uL
+ +

Muestra 7 pL

*Marcador de peso molecular HyperLadder® 100pb

1 [ B3 L

Marcador de pb Control positivo Control negativo Muestra (DNA)
+ + + +
Buffer de carga Buffer de carga Buffer de carga Buffer de carga

Cerrar, conectar y encender la camara de Electroforesis. Ajustar a 110-115volts y
en voltaje constante durante aproximadamente 45 minutos. Al término, disminuir los
volts a 0, apagar y desconectar el equipo. Desmontar con cuidado el gel y colocarlo
en la lampara de luz UV. Utilizar los lentes de proteccion para poder observar las
bandas formadas.
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8.- RESULTADOS.

En el Cuadro 9, se muestra el lote de 16 muestras almacenadas como macerados
de oOrganos de pulmén y tonsila, proveniente de granja y rastro, que fueron
procesadas mediante PCR sin lectura previa de pureza e integridad.

No. Muestra Granja (G)/ Rastro (R) Técnica
1 13P G Macerado
2 14P G Macerado
3 12P1 G Macerado
4 11T G Macerado
5 9T1 R Macerado
6 8T1 R Macerado
7 7T1 R Macerado
8 10T G Macerado
9 33M G Macerado
10 31M G Macerado
11 19T1 G Macerado
12 18T G Macerado
13 17T G Macerado
14 16M G Macerado
15 15M G Macerado
16 38M G Macerado

Cuadro 9. Muestras procesadas mediante PCR sin lectura de pureza e integridad.
P: Pulmén T: Tonsila M: Macerado

En el Cuadro 10, se muestra el lote de 14 muestras de macerados de pulmén y
tonsila provenientes de granja y rastro, a las que se les realiz6 PCR teniendo con
antelacion la lectura de pureza y cantidad de DNA en la muestra mediante el
EPOCH, antes de la curva de serotipos.

No. Muestra Granja (G)/ Rastro (R) Técnica A260/A280 (A) ng/pL
1 8P1 R Macerado 1.902 121.476
2 9P1 R Macerado 2.082 56.772
3 10T1 R Macerado 1.634 11.873
4 11T1 R Macerado 1.436 8.046
5 7P1 G Macerado 1.709 5.797
6 13P G Macerado 1.126 67.301
7 15P1 R Macerado 1.536 8.593
8 29T2 R Macerado 1.576 5.317
9 14T1 R Macerado 1.584 23.032
10 12P1 G Macerado 1.85 62.119
11 11P1 G Macerado 1.534 34.111
12 14P1 G Macerado 1.41 128.32
13 16T1 R Macerado 1.702 7.237
14 17P1 R Macerado 1.764 45.063

Cuadro 10. Muestras con lectura de pureza antes de la curva de serotipos.
P: Pulmén T: Tonsila
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En el Cuadro 11, se muestran los valores de la relacién 260/280 y cantidad de DNA
presente en los serotipos 1 y 5, obtenidos mediante la utilizacion del
Espectofotometro para microplacas (EPOCH).

SEROTIPO A260/A280 (A) ng/uL
5 1.971 209.325
1 1.794 491.916

Cuadro 11. Lectura del EPOCH correspondiente a los serotipos 1y 5.

En el Cuadro 12, se muestran los valores obtenidos de la lectura en el EPOCH de
los ng presentes de material genético por cada microlitro de la muestra para obtener
el limite de deteccion de DNA de App correspondiente al serotipo 1.

HL ng

4.9191
9.8383
14.7574
19.6766

24.5958
29.5149
7 34.4341

oA WN P

Cuadro 12. Limite de deteccion de DNA de App para el serotipo 1.

En el Cuadro 13, se muestran los valores obtenidos de la lectura en el EPOCH de
los ng presentes de material genético por cada microlitro de la muestra para obtener
el limite de deteccion de DNA de App correspondiente al serotipo 5.

=
=

ng
2.0932
4.1865
6.2797
8.373
10.4662
12.55
7 14.6527
Cuadro 13. Limite de deteccion de DNA de App para el serotipo 5.

o O h WN P

En el Cuadro 14, se muestran los valores obtenidos en un lote de 108 muestras de
macerado descartadas, debido a que NO cumplen con el parametro 6ptimo de la
relacion A260/A280 (A) o con la concentracion de DNA necesaria (400ng/100u) para
procesarla mediante PCR.

No. Muestra Granja (G) / Rastro (R) Técnica A260/A280(A) ng/100uL
1 T G Macerado 2,069 216,786
2 15T1 R Macerado 1.606 22.967
3 13P1 R Macerado 1.608 183.675
4 29P1 R Macerado 1.117 3.412
5 30P1 R Macerado 2.096 63.693
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16P1
13T1
1271
14P1

30T1
17711
28T1
28P1

10P1
18P1
18T1
18P2
31P2
3171
32P1
32T1
33P1
33T1
12T
21P2
21712
10 #2
10 #3
22T1
10" #4
24P1
25P1
24T1
25T1
10 #1
22P2
23P1
23T2
38P2
10% #3
10% #4
10% #2
10% #1
26P1
30P2
5P1
1P
2P
3P
4T
5T
6T
19T
20T
15P
16P
17P
18P
19P
20P
20T
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Macerado
Macerado

Macerado
Macerado

Macerado
Macerado
Macerado
Macerado

Macerado
Macerado
Macerado
Macerado
Macerado
Macerado
Macerado
Macerado
Macerado
Macerado
Macerado
Macerado
Macerado
Macerado/dilucién
Macerado/dilucién

Macerado
Macerado/dilucién
Macerado
Macerado
Macerado
Macerado
Macerado/dilucién
Macerado
Macerado
Macerado
Macerado
Macerado/dilucién
Macerado/dilucién
Macerado/dilucién
Macerado/dilucién
Macerado
Macerado
Macerado
Macerado
Macerado
Macerado
Macerado
Macerado
Macerado
Macerado
Macerado
Macerado
Macerado
Macerado
Macerado
Macerado
Macerado
Macerado

1.386
2.264

1.503
1.969

2.599

2.275

0.727
2.4

1.897
1.852
1.622
151
1.811
1.155
1.787
1.095
1.719
1.575
1.392
1.802
1.451
1.954
1.624

1.75
1.906
1.828
1.627
1.301
2.016
1.829
1.949
1.918
2.639
1.924
1.721
1.669
1.859
1.365
1.875
1.842

1.18
1.687
1.843
2.108
1.953
2.222
2.019
1121
1.636
2.096
2.469
1.638
1.956
1.722
1.632
1.821

30.317
109.41

23.924
53.817

148.321
95.79
6.529
6.115

45.121
7.699
9.202
11.902
14.643
5.713
12.841
15.863
4.983
30.377
16.7
111.021
38.139
39.166
56.64

24.995
24.868
95.892
52.776
137.91
12.854
7.559
147.19
32.093
4.815
106.909
16.718
12.564
60.86
5.152
80.079
45.312
8.947
33.316
6.57
104.958
27.352
25.992
37.574
3.336
11.708
47.965
4.017
46.977
125.314
114.96
125.67
57.802



62 21P G Macerado 2.151 78.157
63 22P G Macerado 1.597 5.252
64 iT G Macerado 1.683 61.122
65 2T G Macerado 1.537 35.729
66 3T G Macerado 1.739 117.82
67 4T G Macerado 1.642 145.33
68 23P G Macerado 2.047 88.732
69 24P G Macerado 1.911 42.802
70 25P G Macerado 2.107 61.903
71 26P G Macerado 1.599 127.25
72 27P G Macerado 1.755 79.993
73 28P G Macerado 1.952 63.298
74 1P G Macerado 1.792 66.121
75 2T G Macerado 1.631 25.71
76 2P G Macerado 1.809 7.892
77 3P G Macerado 1.719 15.512
78 3.1P G Macerado 1.912 81.127
79 4P G Macerado 2.176 111.92
80 4T G Macerado 1.669 36.412
81 5P G Macerado 2.204 21.035
82 5T G Macerado 1.52 128.329
83 6P G Macerado 1.913 32.5632
84 8P G Macerado 1.611 94.175
85 9T G Macerado 1.993 23.702
86 10P G Macerado 1.897 93.63
87 11T G Macerado 1.927 75.103
88 13T G Macerado 1.357 22.059
89 9P G Macerado 2.335 65.241
90 D2G G Macerado 1.849 20.247
91 D2T G Macerado 1.642 86.059
92 D2P G Macerado 1.871 96.84
93 D4G G Macerado 2.059 36.241
94 DAT G Macerado 1.903 43.081
95 D4P G Macerado 1.61 87.21
96 E5G G Macerado 1514 46.051
97 E5T G Macerado 1.138 23.114
98 17M G Macerado 1.973 13.454
99 23M G Macerado 1.914 118.173
100 26M G Macerado 1.928 59.723
101 32M G Macerado 1.634 10.453
102 34M G Macerado 1.86 10.659
103 35M G Macerado 1.333 59.163
104 36M G Macerado 1.51 87.089
105 37M G Macerado 1.88 52.07
106 39M G Macerado 1.326 35.179
107 E5P G Macerado 1.509 61.755
108 12P2/2A G Macerado 1.946 118.365

Cuadro 14. Muestras descartadas debido a que NO cumplen con la relaciéon 260/280 o con la
concentracion de DNA esperada.
P: Pulmén T: Tonsila M: Macerado
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En el Cuadro 15, se muestran los valores obtenidos en un lote de muestras de
macerado que cumplen con el parametro optimo de la relacion A260/A280(A) y la
concentracion de DNA necesaria (400ng/100uL) para procesarla mediante PCR.

No. Muestra Granja (G) / Rastro (R) Técnica A260/A280(A) ng/100pL
1 29P1 G Macerado 1.85 1385.06
2 35P2 G Macerado 1.94 1539.81
3 D4P2 G Macerado 1.921 678.744
4 40M G Macerado 1.86 3061.21
5 40M° G Macerado 1.736 3235.28
6 11P2/1A G Macerado 1.787 700.325

Cuadro 15. Muestras que si cumplen con la pureza esperada y se les realizé PCR debido a la buena
cantidad de ng de DNA que presentan.
P: Puimén M: Macerado

En el Cuadro 16, se muestran los valores obtenidos en un lote de 7 muestras de
macerado, a las que se le realiz6 PCR a pesar de no cumplir con el parametro
optimo de la relacion A260/A280(A) y/o con la cantidad de DNA necesaria
(400ng/100pL).

No. Muestra Granja (G) / Rastro (R) Técnica A260/A280(A) ng/100uL
1 20P1 G Macerado 1.897 339.047
2 36P2 G Macerado 1.943 336.476
3 6T2 G Macerado 1.913 297.437
4 12P1 R Macerado 1.805 265.355
5 11P1 R Macerado 1.795 316.296
6 9T G Macerado 2,104 242,455
7 7P1 R Macerado 1.443 225.108

Cuadro 16. Muestras que no cumplen con la pureza y /o cantidad necesaria de DNA necesaria pero que
se les realiz6 PCR.
P: Pulmén T: Tonsila M: Macerado

En el cuadro 17 se muestran los valores obtenidos de 5 muestras elegidas al azar
para aumentar su concentracion por medio de la liofilizacién, en las cuales se obtuvo
una gran cantidad de DNA.

No. Muestra Granja (G) / Rastro (R) Técnica A260/A280(A) ng/100pL
1 20P2/3A G Macerado Liofilizado 1.912 1729.75
2 24T1/6A G Macerado Liofilizado 1.693 597.47
3 35PIV G Macerado Liofilizado 1.676 1231.51
4 36PIV G Macerado Liofilizado 1.867 464.719
5 14P1 G Macerado Liofilizado 1.919 2261.99

Cuadro 17. Muestras que cumplen con los ng requeridos de DNA para larealizacion de PCR.
P: Puimén T: Tonsila
NOTA: En estas muestras no se tomo en cuenta la relacion A260/A280

En el Cuadro 18, se muestran los valores obtenidos en un lote de 14 muestras de
macerado, macerado liofilizado y oérganos liofilizados que cumplen con los
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parametros de la relacion A260/A280(A) y de ng requeridos de DNA (400ng/100pL)
para su procesamiento mediante la técnica de PCR.
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Muestra
M
2M
3M
4M
5M

1PLB
2PLB

3PLB

5TLB

4TLB
linv
2inv
3inv
4inv

5inv

Granja (G) / Rastro (R)
G

OO 000060000 60 0

G

Técnica
Liofilizado de 6rgano
Liofilizado de érgano
Liofilizado de 6rgano
Liofilizado de 6rgano
Liofilizado de 6rgano
Liofilizado de 6rgano
Liofilizado de 6rgano
Liofilizado de 6rgano
Liofilizado de 6rgano
Liofilizado de 6rgano
Liofilizado de 6rgano
Liofilizado de 6rgano
Liofilizado de 6rgano
Liofilizado de 6rgano

Liofilizado de érgano

A260/A280(A)

1.847
1.86
1.852
1.863
1.896
1.917
1.928
191
1.845
1.826
1.797
1.782
1.748
1.86

1.805

ng/100pL
1453.12
455.897
643.4
591.002
730.214
2317.06
2584.84
2676.39
2834.79
1801
869.937
1204.81
959.579
1173.23

2633.085

Cuadro 18. Muestras que cumplen con los parametros de pureza y ng requeridos de DNA para la

realizaciéon de PCR.

En la Imagen 25, se observa el corrimiento de las muestras a lo largo de los carriles
1-6 lo que impide tener una buena lectura ya que no hay presencia de bandas
definidas.

Muestras 17T 18T 19T 31M 33M 10T

Carril 1 2

4 5 6 7

Imagen 25.- Electroforesis en gel de agarosa al 1.5% de las muestras procesadas mediante PCR sin lectura de pureza
e integridad (17T, 18T, 19T, 31M, 33M, 10T).



En la Imagen 26, se sefialan las bandas definidas de los st.1 y st.5 (controles
positivos) correspondientes a App (carril 2y 3), esto se define al compararlas con el
Mpb especifico para la bacteria (carril 1). También se puede observar el control
negativo (carril 4). Por otro lado, no se aprecia la presencia de bandas ni de
corrimiento de las muestras a lo largo de los carriles 5-8, esto podria deberse a que
no hay material genético o que éste es muy poco, lo que lo hace imperceptible.

Peso
Molecular

1000pb

500pb

Muestras Mpb ST1 ST5 C(-) 7P18P1 9P110T1
C+) C+)
Carril 1 2 3 4 5 6 7 8

Imagen 26.- Electroforesis en gel de agarosa al 1.2% de las muestras con lectura de pureza antes de la curva de
serotipos (7P1, 8P1, 9P1,10T1).

En la Imagen 27, se observa el st.1 de App a diferentes concentraciones por lo que
se pueden detectar bandas de distinta intensidad, comparandolas con el Mpb (carril
1). En los carriles 2 y 3 las bandas son mas intensas, en comparacion a los carriles
4 y 5 donde son mas tenues, finalmente en los carriles 6 y 7 no se logra apreciar
alguna banda, solo el corrimiento de la muestra a lo largo del carril. También se
puede observar el control negativo (carril 8). Lo anterior brinda la facilidad de
conocer cuanta cantidad de st.1 (control positivo) se utilizaria en las préximas
corridas de electroforesis, a fin de que haya una banda de calidad con la cual
comparar las muestras. Finalmente, la banda del producto de PCR se sefiala en el
cuadro.



100pb

Muestras Mpb 1ul 2uL 3ul 4ul Sul 6ul cy)

Camidats 2 B3 4 & 6 T B

Imagen 27.- Electroforesis en gel de agarosa al 1.2% de la curva de limite de deteccién inferior de DNA del st.1 a
diferentes cantidades (pL).

En la Imagen 28, se observa el st.5 de App a diferentes concentraciones por lo que
se pueden detectar bandas de distinta intensidad, comparandolas con el Mpb (carril
1). En los carriles 3, 4, 6 y 7 las bandas logran ser mas intensas que en los carriles
2 y 5 donde la banda es mas tenue. También se puede observar el control negativo
(carril 8). Con base en esto, se puede saber la cantidad necesaria de st.5 a ocupar
en las proximas electroforesis para lograr obtener una banda de buena calidad y
poderla comparar con las demas muestras. Por ultimo, la banda del producto de
PCR se sefala encerrandolo en el cuadro.

Peso
Molecular

1000pb

500pb |

100pb =
Muestras4ul. 1uL 2uL 4uL 3uL 5SulL 6uL C(-)
Mpb c# ¢+
Camil 1 2 3 4 5 (] 7 8

Imagen 28.- Electroforesis en gel de agarosa al 1.2% de la curva de limite de deteccién inferior de DNA del st.5 a
diferentes cantidades (pL).



En la Imagen 29, se muestra la electroforesis de un lote de muestras de macerados
de pulmon (carriles 4-7), en las cuales no se observa alguna banda asociada con la
presencia de App, esto comparadas con el st.1 control positivo (carril 2) y con el
Mpb (carrill). También se puede observar el control negativo (carril 3). Para finalizar,
la banda del producto de PCR se sefiala en el cuadro.

Peso
Molecular

1000pb s

500pb

100pb

Muestras Mpb ST1 ©() 29P1 35P2 D4P 40M
C(+)
Carril 1 2 3 4 B [ 7

Imagen 29- Electroforesis en gel de agarosa al 1.2% de las muestras que cumplen con los parametros de purezay
ng requeridos de DNA para la realizaciéon de PCR (29P1, 35P2, D4P2, 40M).

En la imagen 30, se observan muestras que se procesaron por PCR debido a que
presentaban una buena cantidad de material genético, aungue no tenian la pureza
deseada, esto se comprueba ya que las bandas no se logran apreciar claramente,
solo los corrimientos de las muestras (carriles 5-8), esto comparado con los st.1y
st.5 controles positivos (carriles 2 y 3) y con el Mpb (carril 1). También se puede
observar el control negativo (carril 4). Finalmente, la banda del producto de PCR se
sefiala en el recuadro.

500pb

100pb

Muestas Mpb ST1 ST5 C() 20P1 36P2 612
Ci#) C+)
Camil 1 2 3 4 5 6 7

Imagen 30.- Electroforesis en gel de agarosa al 1.2% de las muestras que no tenian una buena pureza, pero con una
buena cantidad de DNA (20P1, 36P2, 6T2, 12P1).



En laimagen 31, se aprecia la el st.1 y st.5 controles positivos (carriles 2y 3) y con
el Mpb (carril 1). También se puede observar el control negativo (carril 4); con lo que
se puede deducir que no hay presencia de App en ellas, solo existe el corrimiento
del DNA. Finalmente, la banda del producto de PCR se sefiala en el recuadro.

100pb
Muestras Mpb ST1  ST5 C(-) 36P1V 35P1 14P1 24T1
=Tt
Camil 1 2 3 a 5 6 7 8

Imagen 31.- Electroforesis en gel de agarosa al 1.2% de las muestras que cumplen con los parametros de purezay
ng requeridos de DNA para la realizacién de PCR (36P1V, 35P1V, 14P1, 24T1).

En la Imagen 32, se muestra la ausencia de las bandas caracteristicas de App en
los carriles 5-8, ya que solo se observa corrimiento de material genético en el carril,
esto en comparacion con los st.1 y st.5 controles positivos (carriles 2 y 3) y con el
Mpb (carril 1). También se puede observar el control negativo (carril 4). Finalmente,
la banda del producto de PCR se seiiala con el recuadro.

Peso
Molecular

1000pb

500pb

100pb
Muestras Mpb ST1 ST5 €(-) 1M 2M 3M 4M

cH+) C)
Carmil 1 2 3 4 5 6 7 8

Imagen 32.- Electroforesis en gel de agarosa al 1.2% de las muestras liofilizadas de érgano que cumplen con los
parametros de purezay ng requeridos de DNA para la realizacién de PCR (1M, 2M, 3M, 4M).
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En la Imagen 33, se observa otro lote de muestras en las cuales no se encuentran
las bandas asociadas con la presencia de App, tal como se puede ver en los carriles
5y 6 solo existe corrimiento de DNA y en los carriles 7 y 8 el material genético es
casi imperceptible. Todo lo anterior es comparando con los st.1 y st.5 controles
positivos (carriles 2'y 3) y con el Mpb (carril 1). También se puede observar el control
negativo (carril 4). Finalizando con la banda del producto de PCR que se resalta con
el cuadro.

1000pb

500pb

100pb o _—

Muestras Mpb ST1 ST5 C(-) 1PLB 2PLB 3PLB 4PLB
C(+) C(+)
Carmil 1 2 3 4 5 6 7 :]

Imagen 33.- Electroforesis en gel de agarosa al 1.2% de las muestras liofilizadas de érgano que cumplen con los
parametros de purezay ng requeridos de DNA para la realizacién de PCR (1PBL, 2PBL, 3PBL, 4PBL).

En la Imagen 34, se aprecia la corrida de electroforesis de distintas muestras, no se
visualiza la presencia de bandas correspondientes a App, ya que en los carriles 5-
8 esta solo el material genético corrido, comparado con los st.1 y st.5 controles
positivos (carriles 2y 3) y con el Mpb (carril 1). También se puede observar el control
negativo (carril 4). Finalmente, la banda del producto de PCR se sefala en el
recuadro.

Peso
Molecular

100pb
Muestras Mpb ST1 ST5 c() 1INV 2INV 3INV 4INV
G+ C(+)
Carril 1 2 6

Imagen 34.- Electroforesis en gel de agarosa al 1.2% de las muestras liofilizadas de 6rgano que cumplen con los
parametros de purezay ng requeridos de DNA para la realizaciéon de PCR (1INV, 2INV, 3INVI, 4INVI).
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9.- ANALISIS DE RESULTADOS

Debido a las grandes concentraciones de los serotipos 1 y 5 de App que se
necesitaban para trabajar, asi como la complejidad de su aislamiento, se decidio
realizar una biomasa de los serotipos, para esto se utilizé el medio de cultivo PPLO
enriguecido con NAD, los cuales fueron preservados en congelacion para su
posterior uso.

A las muestras de macerado (véase Cuadro No. 9) se les realizé PCR punto final
(técnica basada en la replicacion celular, donde actdan varias proteinas para
sintetizar dos nuevas hebras de DNA a partir de otra que funciona como molde). En
la PCR punto final no es posible detectar en tiempo real ni cuantificar la secuencia
blanco y es necesario que se visualice en un gel de agarosa para conocer si la
reaccion fue exitosa, proporcionando evidencia cualitativa de la presencia de ese
fragmento de ADN en la muestra. Posterior a la extraccion de DNA, estas fueron
corroboradas mediante una electroforesis horizontal en gel agarosa al 1.5%, en la
cual podemos separar fragmentos de DNA y RNA en funcion de su tamafio y carga
eléctrica, observarlos mediante una sencilla tincion, y de esta forma determinar el
contenido de acidos nucleicos de una muestra, teniendo una estimacion de su
concentracion y grado de entereza.

Los resultados observados no fueron los esperados ya que las bandas no se
observaban, eran muy débiles, borrosas o extendidas (Véase Imagen No. 25); esto
se podia deber a la insuficiente cantidad o concentracion de DNA en la muestra,
desnaturalizacion del DNA, mala colocacion en el pocillo, demasiadas sales o
contaminacion por proteina, como lo menciona Herraez, A. (2010).

Por lo tanto, se determind la concentracion y la pureza del DNA de las muestras
mediante espectrofotometria (véase Cuadro No. 10), que se basa en la capacidad
de absorbancia de un compuesto presente en una solucion a una longitud de onda
determinada. De este modo, la concentracion de la muestra de DNA se calcula
teniendo en cuenta el valor de absorbancia obtenido a una longitud de onda de
260nm, mientras que la relacion de absorbancias A260/A280 se utiliza para evaluar
la pureza de las muestras. La relacién A260/A280 es muy estable y se considera
gue el DNA de pureza Optima tiene un valor entre 1.8-2.0. Un DNA de pureza
aceptable debe tener al menos una relacion A260/A280 > 1.6. Un valor A260/A280
< 1.6 indica una posible contaminacién por compuestos aromaticos como fenoles y
proteinas. Un radio A260/A280 > 2.1 podria deberse a la presencia de RNA en la
muestra.
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En cuanto a la concentracion del gel de agarosa, se hicieron modificaciones, ya que
la forma mas comun para separar acidos nucleicos se encuentra en el rango de
0.5% - 4%, la concentracidn inicial utilizada fue de 1.5% que corresponde al intervalo
de 80pb — 4kb, y fue modificada a 1.2% (150pb — 6 kb) debido a que es méas cercano
a las pb de App (417pb); con estos nuevos parametros se llevé a cabo nuevamente
una PCR y electroforesis.

Al observar que se continué con errores similares (véase Imagen No. 26).en la
electroforesis, se decidi6 realizar una curva de concentracion y limite de deteccion
de DNA de App de los serotipos 1 y 5 (véase Cuadro No. 12-13), por lo cual se
determind que la minima cantidad de DNA debe ser de 4ng/uL con una pureza muy
cercana a 1.80 (véase Imagen 27-28), por lo tanto, las muestras que no cumplian
con este requerimiento no se consideraron viables y fueron descartadas para la
realizaciéon de PCR asi como electroforesis (véase Cuadro No. 14).

Mientras que las muestras que si cumplieron con los parametros (véase cuadro
No.15), se les realizé6 PCR, asi como electroforesis; con respecto a las muestras
gue eran muy cercanas a la concentracion y pureza deseada (véase cuadro No. 16),
también, fueron tomadas en cuenta para la realizacion de PCR y electroforesis. Sin
embargo, los resultados no eran los 6ptimos (véase Imagen No. 29 y 30), por ende,
de las muestras descartadas, se escogieron seis macerados de pulmoén al azar
(véase cuadro No.17) para aumentar su concentracion de DNA mediante el método
de liofilizacién, este proceso tiene como objetivo separar el agua u otro solvente de
una disolucion mediante congelaciéon y posterior sublimacion del hielo a presion
reducida. La liofilizacion es el proceso mas suave para secar productos y es el mejor
método para secar compuestos organicos o inorganicos sin alterar su composicion
cualitativa o cuantitativa. El proceso de liofilizacion se realiza a vacio y a baja
temperatura, de esta forma es posible evitar la desnaturalizacién de las proteinas.
Los alimentos y los materiales bioldgicos tales como células, tejidos, bacterias y
vacunas se convierten en productos secos, evitando el paso por su fase liquida, y
en consecuencia los cambios enzimaticos, biol6gicos y quimicos.

Debido a que los resultados seguian sin ser positivos (véase Imagen No.31) se
decidié realizar la liofilizacion directamente del 6rgano dafiado en vez de usar un
macerado, obteniendo una mayor pureza y concentracion del DNA (véase Cuadro
No. 18) por lo tanto, se llevé a cabo la realizacion de PCR y electroforesis, en donde
se puede observar que las muestras son negativas en comparacion con el control
positivo (véase Imagenes No. 32, 33, 34) donde en este claramente se observa la
banda.
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De esta manera, se logré deducir que en las muestras recopiladas (macerados,
organos) no hay presencia de Actinobacillus pleuropneumoniae, ya que las
condiciones fueron modificadas varias veces y se realizaron otras técnicas
complementarias como fue el aislamiento, crecimiento directo de la bacteria en agar
y la liofilizacion para obtener mejores resultados; sin embargo, no fue de esa
manera. Por ello, al analizar los factores que pudieron interferir en este experimento
fue que las muestras se congelaron y descongelaron en diversas ocasiones, lo que
probablemente pueda afectar la estabilidad del material genético ya que como
sabemos, es altamente sensible a los cambios de temperatura porque se comienza
a desnaturalizar y, por lo tanto, disminuye la cantidad en la muestra.

Con respecto a la correcta administracion de medicamentos en los animales es
necesario tomarse en cuenta ya que el uso responsable de los mismos debe
incluirse en un conjunto de medidas relacionadas entre otras cosas con el manejo,
la bioseguridad, y con la importancia de un correcto diagndstico, al respetar esto se
garantiza la salud de los propios animales, ademas de la seguridad del usuario, del
medio ambiente y, por ende, que el tratamiento tenga éxito. Este aspecto se
considera importante en el desarrollo del presente trabajo, ya que las muestras que
se procesaron tenian antecedentes de haber sido medicadas de manera excesiva
para combatir la enfermedad, lo que pudo interferir en un diagndstico acertado.

Aunque existan una serie de razones que han “justificado” el uso desmedido de
antibiéticos en la produccién porcina, algunas de ellas siguen siendo validas, pero
otras requieren de un cambio de mentalidad y en el sistema de manejo. Entre las
mas comunes podemos encontrar: aparicion de enfermedades bacterianas frente a
las que no existen vacunas disponibles, sistemas de producciéon intensiva con
diferentes puntos dentro del ciclo productivo que permiten la recirculacién de
agentes infecciosos, enfermedades epidémicas no bacterianas que afectan al
sistema inmunitario de los cerdos favoreciendo la aparicion de infecciones
secundarias, problemas higiénicos asociados al sistema de alojamiento,
instalaciones viejas que dificultan el control ambiental y el manejo de los animales,
medidas de bioseguridad inadecuadas, concentracion de granjas en la misma zona
que facilitan la diseminacién de enfermedades entre ellas, productores que utilizan
los antibidticos “por costumbre”, temor a las posibles consecuencias sanitarias tras
retirar el antibidtico, como el aumento de la incidencia de las diarreas, asi como las
limitaciones a la hora de disefiar nuevas instalaciones o invertir en la innovacion.

Con lo anterior, se puede conocer la importancia de las condiciones con las que se

trabaja una muestra y los cuidados en su procesamiento para tener la mayor calidad
de la misma, ya que, si no es asi, puede llevar a un diagnostico erréneo.
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De esta manera, con base en los cuadros de resultados y las imagenes mostradas
se puede confirmar que si se obtuvo material genético que al no corresponder con
Actinobacillus pleuropneumoniae, se cree que pudo haber sido del propio animal o
de alguna otra bacteria presente en la muestra que haya podido contaminarla
impidiendo la deteccién del microorganismo de interés.

Por otro lado, se encontro un estudio con grandes similitudes al que se trabaj6 en
el laboratorio, es el descrito por Rodriguez, G (2012) en donde se usaron serotipos
1y 5los cuales fueron procesados de la misma forma que se describe en el presente
trabajo ya que en su aislamiento, crecimiento, identificacion, preservacion,
extraccion, purificacion y cuantificacion del DNA se utilizaron los mismos métodos
para la reactivacion de los serotipos antes mencionados (controles positivos) y asi
establecer los limites de deteccién: ST1 = 4.94ng/uL , ST5 = 2.09ng/uL, que esto
en comparaciéon con el trabajo de Rodriguez, G. que obtuvo para el ST1 =
5.35ng/uL, ST5 = 2.95ng/uL. Ademas, el nivel de pureza en ambos casos fue igual
debido a que se utilizé un rango de A260/A280 = 1.8+0.1, reiterando que los
parametros obtenidos en esta experimentacion para la exclusion de las muestras y
procesamiento por PCR son adecuados.

Por su parte, Tamiozzo, P. et al (2008) monitore6 cerdos asintomaticos mediante
PCR, ocupando muestras de campo (tonsilas) previamente cultivadas en agar
PPLO, esto a diferencia del presente estudio donde se realizo la extraccion del DNA
directo del 6rgano. Asi mismo, Hernandez, S. et al (2005) realizé la técnica de PCR
como método de diagndéstico para App a partir de muestras de corazén, pulmon e
hisopos nasales de lechones infectados experimentalmente con 2mL de una
suspension de 6x10’UFC/mL por lo que existian mas probabilidades de hallar el
material genético del microorganismo en estudio. De forma similar, Torres, M.
(2019) en su trabajo describe que utilizO muestras de hisopado de las tonsilas del
animal vivo y después las proces6 mediante PCR. Lo que a diferencia del presente
trabajo en donde se utilizaron muestras de campo (no inducidas
experimentalmente) sospechosas de App, utilizando el 6rgano infectado, estas
procedian de distintos rastros y granjas.

Por consiguiente, no se encontraron resultados de otros investigadores que
coincidan en su totalidad con este trabajo, debido a que se difiere en el método de
obtencién de la muestra, ya que en algunos casos inocularon directamente la
bacteria en el animal y posteriormente llevaron a cabo el procedimiento de
extraccién, en otros casos, obtienen la bacteria directamente de érgano y la hacen
crecer en agar.
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Finalmente, sin importar la metodologia usada, todos los trabajos anteriores
incluyendo este buscan una manera eficaz, reproducible y confiable para el
diagndstico oportuno de la Pleuroneumonia Contagiosa Porcina causada por el
agente Actinobacillus plueuropneumoniae.

10.- CONCLUSION

La obtencién de material genético de Actinobacillus pleuropneumoniae a partir de
pulmones y tonsilas pneumaénicos de cerdo por medio del kit de extraccion no fue
contundente, no obstante, los métodos desarrollados para el aislamiento,
crecimiento, identificacion, amplificacion (PCR), purificacion, deteccion
(Electroforesis horizontal) y cuantificacién del material genético del microorganismo
de interés fueron satisfactorios para los serotipos 1 y 5 (controles positivos)
demostrando que la técnicas son reproducibles, especificas y eficaces. Asi mismo,
se enfatiza en la importancia de tener un buen manejo y procesamiento de la
muestra de manera que se pueda llegar a un diagnéstico confiable y oportuno para
brindar un tratamiento adecuado.
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