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RESUMEN

La pleuropneumonia porcina ocasionada por Actinobacillus pleuropneumoniae, es una de las
enfermedades respiratorias que ocasiona cuantiosas pérdidas econémicas en la industria porcina a
nivel mundial. El presente estudio tuvo como objetivo determinar la frecuencia de anticuerpos
contra la toxina ApxIV de A. pleuropneumoniae, causante de pleuroneumonia porcina en granjas
porcinas tecnificadas de los departamentos de Arequipa, Lima, Ica y La Libertad. Se tomaron
muestras de sangre de 300 animales de las etapas de crecimiento y acabado. Se utiliz6 la prueba de
ELISA indirecta para la deteccion de anticuerpos contra la toxina ApxIV de A. pleuropneumoniae.
El 23. 7 % (71/300) de los animales presentaron anticuerpos contra la toxina ApxIV de A.
pleuropneumoniae, correspondiendo la mayor frecuencia al departamento de Ica con un 60 %.La
presencia de anticuerpos contra la toxina ApxIV evidencia la infeccion con esta bacteria. Por lo
tanto, se confirma la presencia de la infeccion con A. pleuropneumoniae en la industria porcina del

Perd.

Palabras claves: Actinobacillus pleuropneumoniae, pleuroneumonia porcina, toxina Apx 1V,
ELISA indirecta.
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SUMMARY

The Porcine pleuropneumonia due to Actinobacillus pleuropneumoniae is one of the respiratory
diseases that causes large economic losses in swine production worldwide. This study had as
objective to determinate the frequency of antibodies against the ApxIV toxin of Actinobacillus
pleuropneumoniae, cause of porcine pleuropneumonia in commercial swine farms from the
departments of Arequipa, Lima, Ica and La Libertad. Samples were taken from 300 animals from
grower and finisher stages. The indirect ELISA test was employed for the detection of antibodies
against the ApxIV toxin of Actinobacillus pleuropneumoniae. 23.7 % (71/300) of the animals
contained antibodies against the ApxIV toxin of Actinobacillus pleuropneumoniae, the highest
frequency was found in Ica, with 60%. The presence of antibodies against the ApxIV toxin
demonstrates the presence of infection with this bacterium. Thus, the presence of Actinobacillus

pleuropneumoniae infection in swine commercial farms in Peru are confirmed.

Palabras claves: Actinobacillus pleuropneumoniae, porcine pleuropneumonia, ApxIV toxin,
indirect ELISA.
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I. INTRODUCCION

La poblacion de ganado porcino segin las ultimas estimaciones oficiales estan
alrededor de 27995,000 cabezas, con una produccion de carne de 87,721 toneladas
(Direccion General de Informacion Agraria — 2004) colaborando con el 47% de la
produccion de carne a nivel nacional (Direccion General de Informacion Agraria —
2005). La produccion de carne de porcino ha tenido un incremento en los ultimos afios,
en el 2004 la produccion aument6 a 97.96 TM , en el 2005 a 102.90 TM y en el 2006 a
108.65 TM, lo que refleja un buen desarrollo de la actividad a nivel nacional. Teniendo
como referencia el afio 2001, el consumo per céapita de carne de porcino ha tenido un
ligero aumento de 3.6 a 3.91kg/hab/afio (Direccion General de Informacion Agraria —

2006).

La industria porcina se ve afectada por problemas de origen sanitario, siendo uno de
los principales las enfermedades respiratorias, vistas en la forma de neumonia y
pleuritis, ya sean de origen bacteriano o viral. La presencia de estos agentes patdgenos
en las granjas tiene un gran efecto en los indicadores de produccion, ocasionando
disminuciéon en la tasa de crecimiento, en la ganancia diaria, en la conversion

alimenticia, en el consumo y peso de los porcinos al mercado.

Como ejemplo tenemos a la pleuroneumonia porcina (PP) producida por
Actinobacillus pleuropneumoniae, una de las enfermedades de mayor impacto
econdmico asociadas al complejo respiratorio porcino, con graves pérdidas economicas
atribuidas principalmente a la elevada mortalidad, costos de medicacion y disminucion

en la tasa de crecimiento. Los activos intercambios comerciales, la intensificacion y



masificacion en las explotaciones porcinas predisponen la extension de la
pleuroneumonia porcina, incrementando el significativo impacto econdmico de esta
enfermedad. Investigaciones realizadas en Estados Unidos estiman que las pérdidas

econdmicas alcanzan los 200 a 300 millones de dolares (Estrada, 1996).

En el Pert, Calle y Camacho en el afio 1988 (Calle, comunicacion personal)
aislaron por primera vez A. pleuropneumoniae en el departamento de Trujillo.
Posteriormente, Calle et al. ( 1996), detectaron anticuerpos contra los serotipos 1, 3, 5,y
7 de A. pleuropneumoniae en granjas porcinas de Lima, usando la prueba de
aglutinaciéon en placa; en el mismo afio Castillo (1996), realizd el aislamiento y
serotipificacion de A. pleuropneumoniae de un total de 200 muestras de suero sanguineo
e hisopados de pulmoén tomadas en un camal de Lima; confirmando de esta manera la
presencia de A. pleuropneumoniae. Lo que justifica la realizacion de investigaciones en
otras regiones del pais como lo es el presente estudio que tuvo como objetivo detectar
anticuerpos contra la toxina ApxIV de A. pleuropneumoniae y la frecuencia de
infeccion con A. pleuropneumoniae en granjas porcinas tecnificadas de Arequipa, Lima,
Ica y La Libertad, contribuyendo de esta forma a un mayor entendimiento de la

enfermedad en nuestro pais.



II. REVISION DE LITERATURA

2.1.Antecedentes

Los primeros aislamientos de Actinobacillus pleuropneumoniae fueron realizados
por Pattison et al. (1957) en Estados Unidos, y posteriormente en Argentina por Shope
et al. (1964). Haemophilus parahaemolyticus fue uno de los sinénimos usados para esta
bacteria, basado en la similitud entre A. pleuropneumoniae y la bacteria patdogena
humana H. parahaemolyticus. El nombre de Haemophilus pleuropneumoniae fue dado
originalmente por Shope et al. (1964). Kilian et al. (1978), confirmo6 el nombre de H.
pleuropneumoniae, al establecer que H. parahaemolyticus aislado de humanos era
claramente distinto al los aislados de porcinos por lo que deberian ser clasificados en

categorias diferentes (Taylor, 1999).

En 1983, estudios de hibridacion de ADN indicaron un alta homologia entre H.
pleuropneumoniae y Actinobacillus lignieresii; razon por la cual H. pleuropneumoniae
fue transferida al género Actinobacillus (Pohl et al., 1983) denominandose hasta ahora

A. pleuropneumoniae.

2.2.Caracteristicas generales de la bacteria

A. pleuropneumoniae es una bacteria gram-negativa, integrada en el género
Actinobacillus de la familia Pasteurellaceae, cocobacilar pleomorfica, de 0.5-1 x 1-2

um con capsula, mévil, no formadora de esporas, puede presentar formas filamentosas



cuando las condiciones de crecimiento no son las optimas (Negrete-Abascal et al.,

2003; Medrano, 2003)

La mayoria de cepas de A. pleuropneumoniae requiere para su crecimiento medios
suplementados con NAD (Nicotinamida adenina dinucleotido), como fuente de piridin
nucleotido (factor V). Crece bien a 37° C y necesita una atmoésfera con un 5% de CO, en

los aislamientos iniciales (Rodriguez-Ferri et al., 2002a).

El agar sangre con una estria nodriza de Staphylococcus aureus o S. intermedius,
productoras de factor V; el agar chocolate y agar PPLO, son medios de cultivos

convenientes para su aislamiento (Rodriguez-Ferri, 2003).

Entre sus caracteristicas bioquimicas, A. pleuropneumoniae posee numerosas
enzimas que le permiten un metabolismo muy activo. Produce acido de la glucosa (sin
gas) y también (con gas) del manitol, xilosa y ribosa y, algunas cepas, incluso de la
lactosa. Ademas poseen una potente enzima ureasa, alfa y beta-galactosidasa, fosfatasa

alcalina, reducen los nitratos a nitritos y producen SH, (Rodriguez-Ferri et al., 2002a).

A. pleuropneumoniae se clasifica segtin sus requerimientos de NAD en 2 biotipos (I
y II); siendo el biotipo I dependiente de NAD vy el biotipo II independiente de NAD.
Quince serotipos de A. pleuropneumoniae han sido descritos basados en las diferencias
antigénicas de los lipopolisacaridos y polisacaridos capsulares (Rycroft y Garside,
2000). Nielsen et al. (1997) propusieron dos serotipos nuevos de A. pleuropneumoniae,
el serotipo 13 y 14. Recientemente un nuevo serotipo, el serotipo 15, ha sido descrito

en Australia por Blackall et al. (2002).

En cualquier caso, ambos biotipos producen pleuroneumonia porcina (PP)
(Maldonado et al., 2004), clinicamente indiferenciable. Sin embargo, a pesar del
caracter dependiente o no de NAD, se comparten antigenos entre ambos biotipos, por lo
que recientemente se ha unificado el sistema en un solo biotipo con 15 serotipos

(Rodriguez-Ferri et al., 2002a).



2.3.Factores de virulencia

2.3.1. Cépsula

También conocido como antigeno K, la capsula esta presente en todas las cepas de
A. pleuropneumoniae, protegiéndola de la fagocitosis y de la lisis mediada por el
complemento, tanto en presencia de anticuerpos especificos (via clasica), como en

ausencia de éstos (via alternativa) (Dubreuil et al., 2000).

Bandara et al. (2003), demostraron que la sintesis de polisacaridos capsulares de los
serotipos 1 y 5 de A. pleuropneumoniae es esencial para la virulencia de la bacteria en
porcinos; y que esta virulencia esta influenciada por la cantidad y tipo de polisacaridos

capsulares sintetizados.

Aunque los polisacaridos capsulares purificados de A. pleuropneumoniae no
inducen la enfermedad clinica o lesiones pulmonares en porcinos, la capsula es esencial
para la virulencia de A. pleuropneumoniae en vivo, probablemente como un factor de
virulencia que permite a la bacteria resistir al ambiente antibacteriano producido por el

sistema inmunoldgico del hospedero (Dubreuil et al., 2000).

2.3.2. Lipopolisacaridos (LPS)

Estructuralmente, la mayor parte de los lipopolisacaridos estd compuesto de tres
regiones distintas: el lipido A; el oligosacarido central donde el &4cido keto-
deoxioctulosonico (KDO), un aztcar especial de ocho carbonos, es encontrado; y el
polisacarido O (cadenas O 6 antigeno O), que consiste en repeticiones de unidades de

oligosacaridos (Dubreuil et al., 2000).

El antigeno O inmunodominante, causa reacciones cruzadas, especialmente
evidentes en el caso de los serotipos 1,9y 11; 3, 6 y 8; y 4y 7 (Rodriguez-Ferri et al.,
2002b).



Los LPS de A. pleuropneumoniae provocan 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 PP pero que si pueden contribuir a su
formacion, incrementando los efectos producidos por las toxinas Apx (Haesebrouck et

al., 1997).

Estan también implicados en la adhesion de A. pleuropneumoniae a las células y
moco de las vias respiratorias porcinas (Jacques, 1996) y como mecanismo alternativo

en la captacion de hierro (Rodriguez-Ferri et al., 2002a).

2.3.3. Fimbrias

Las fimbrias estan presentes en una gran variedad de patogenos y su papel en la
adhesion se ha definido, relacionandolas con la adherencia intima a los alvéolos

pulmonares y los bronquiolos (Sauer et al., 2000).

Se han descrito aproximadamente en el 50% de las cepas, y se pierden con facilidad
después de subcultivos y bajo condiciones de microaerofilia (Rodriguez-Ferri, 2003;
Utrera y del Castillo, 2006). Recientemente, se han purificado fimbrias intactas y
subunidades fimbriales de los serotipos 1, 2, 7, y 12 de A. pleuropneumoniae (Zhang et
al., 2000).

2.3.4. Proteinas de membrana externa (PME)

Las PME varian su perfil segun la disponibilidad de diversos nutrientes y pueden diferir
entre los distintos serotipos de A. pleuropneumoniae (Medrano, 2003). Sin embargo,
proteinas comunes a todos los serotipos han sido demostradas, como: una proteina de
14Kda o lipoproteina PalA, una proteina que varia entre 32 y 42 kDa, una proteina de
24 KDa, una lipoproteina OmlA de 40-44 kDa y una proteina de 48 kDa (Haesebrouck
etal., 1997).



Posteriormente, se caracterizaron dos proteinas mas, una proteina de 75 KDa que se
une a la hemoglobina del porcino (Archambault et al., 2003) y otra de 60 kDa,
responsable de la adherencia al coldgeno presente en el pulmon del porcino (Enriquez et

al., 2004).

Se ha observado que inmunizaciones con extractos crudos de PME inducen una
proteccion inmune limitada frente al desafio con A .pleuropneumoniae y que sueros de

animales convalecientes reconocen estas proteinas (Haesebrouck et al., 1997).

2.3.5. Proteinas de union a transferrina

En A. pleuropneumoniae se presentan dos proteinas de union a transferrina
denominadas TbpA y TbpB, las cuales presentan unidon especifica para la region C
terminal de la transferrina porcina (Rodriguez-Ferri, 2003), hecho que podria constituir

una de las claves de su limitacion a la especie porcina (Medrano, 2003).

La importancia de TbpA y TbpB como factores de virulencia en A.
pleuropneumoniae ha sido demostrada por la atenuacion que se obtiene en cepas
defectivas, pero su rol en la infeccion no se conoce completamente hasta ahora (Baltes,

2002).

2.3.6. Proteasas

A. pleuropneumoniae secreta proteasas capaces de degradar la gelatina porcina,
las IgA, IgG y la hemoglobina (Negrete-Abascal et al., 1994), entre las que se incluyen
una metaloproteasa de zinc de 24 kDa especifica para azocoll, gelatina y actina, comun
a todos los 12 serotipos, pero no a las bacterias relacionadas de la familia
Pasteurellaceae (Garcia et al., 2000) y una metaloproteasa de zinc, de 110 KDa, con
capacidad hemaglutinante y actividad proteolitica que podria intervenir en las lesiones

pulmonares, al degradar proteinas del hospedador (Gonzalez et al., 2004).



2.3.7. Superoxidodismutasas (SOD)

En A. pleuropneumoniae, el gen sodC, codifica una SOD de cobre y zinc, que se
localiza en el periplasma del microorganismo y facilita la supervivencia bacteriana en el

fagosoma, dismutando el superdxido generado por las células inflamatorias (Rodriguez

et al., 2002a).

2.3.8. Ureasa

Actinobacillus pleuropneumoniae produce una potente ureasa cuya participacion en

la patogénesis atin no es clara (Rodriguez et al., 2002a).

Tascon et al. (1997) obtuvieron mutantes ureasa negativos que mantenian intacta su
virulencia, demostrando que la ureasa no es requerida para la infeccion con A.
pleuropneumoniae. Sin embargo una prueba de desafio clinica mostrd que, en dosis de
desafio bajas, los mutantes ureasa negativos eran incapaces de establecer la infeccion

(Bosse y Maclnnes, 2000).

2.3.9. Toxinas

Son proteinas con actividad toxica que se secretan durante el proceso infeccioso. Son
fuertemente inmunogenas y poseen actividad hemolitica y citotoxica. Estas toxinas
pertenecen a la familia de toxinas RTX (repeats in toxin) formadoras de poros,
extensamente distribuidas entre las bacterias gram—negativas patogénicas, con toxicidad

hacia los neutréfilos y macrofagos alveolares (Frey, 1995).

En A. pleuropneumoniae, las toxinas RTX reciben el nombre de Apx (A.
pleuropneumoniae-RTX) y hasta la fecha se han descrito 4 en los distintos serotipos,
Apx-1, Apx-II, Apx-IIl y Apx-1V (Frey, 1995; Schaller et al., 1999).

La toxina Apxl, proteina 105 kDa, posee actividad hemolitica y citotoxica fuerte

contra los macrofagos alveolares y neutrofilos, la ApxIl, proteina de 103-105 kDa,



posee actividad hemolitica débil y citotoxica moderada y la ApxIIl, proteina de 120
kDa, no posee actividad hemolitica, pero es fuertemente citotoxica (Frey, 1995; Dreyfus
et al., 2004). La toxina ApxI es expresada por los serotipos 1, 5a, 5b, 9, 10,11 y 14; la
ApxII por todos los serotipos excepto por el serotipo 10 y 14 y la toxina ApxIII por los
serotipos 2, 3,4, 6, 8 y 15 (Frey, 1995).

Recientemente, la toxina ApxIV, ha sido clonada, secuenciada y expresada, con un
peso molecular de 202 kDa y actividad hemolitica débil siendo producida por todos los
serotipos. Esta toxina se produce sélo en vivo y durante una infeccion activa. Sueros de
porcinos convalecientes, que fueron infectados naturalmente o experimentalmente con
todos los serotipos de A. pleuropneumoniae, reaccionaron fuertemente contra esta

toxina (Schaller et al., 1999).

El suero de porcinos sanos e infectados con A. Suis no reaccionaron contra la toxina
ApxIV, pero si con las toxinas ApxI y ApxIl. Estos resultados proveen una fuerte
evidencia de que ApxIV es especifica de especie. Ademas, esta toxina es
antigénicamente especifica, no se han detectado reacciones cruzadas entre anticuerpos

contra ApxIV y las otras toxinas Apx de A. pleuropneumoniae (Schaller et al., 1999).

Las toxinas Apx constituyen el factor primario de virulencia de A.
pleuropneumoniae. La cuarta toxina, ApxIV, por su alta inmunogenicidad y actividad
hemolitica sugiere que puede jugar un rol pasivo en la patogénesis (Schaller et al.,
1999). Cepas mutantes incapaces de producir Apxl y ApxIl, pero que si pudieron
expresar ApxIV, no produjeron ninguna patologia clinica. Si esta asuncion es cierta,

ApxIV sola no puede inducir patologia clinica de la enfermedad (Boekema et al., 2004).

Con la finalidad de demostrar la virulencia de las toxinas Apx, Tascon et al. (1994)
obtuvieron mutantes deficientes en la produccion de hemolisinas; que al ser inoculados

en ratones y porcinos fueron virtualmente apatdgenos.

La produccion de toxinas analogas a ApxI, ApxIl y ApxIIl ha sido descrita en
especies menos virulentas como: A. suis, A. rossii, A. lignieresii, A. equuli y A.
porcitonsillarum (Schaller et al., 1999; Dreyfus et al., 2004).



También se ha descrito relacion entre las toxinas Apx y las toxinas RTX de otros
microorganismos, como entre la alfa-hemolisina de Escherichia coli y la ApxI, o la
LktA (leucotoxina) de Mannheimia haemolytica y la ApxIl y en menor grado la ApxI
(Medrano, 2003).

2.4.Epidemiologia

2.4.1. Agente

A. pleuropneumoniae tiene un tiempo de supervivencia muy corto en el ambiente
(Taylor, 1999), pudiendo llegar a sobrevivir 5 dias cuando esta protegido con descargas
nasales, semanas en lesiones pulmonares y al menos de 4 a 6 meses en las tonsilas

(Palomo, 1996).

Es altamente sensible a los desinfectantes comunmente usados (Palomo, 1996) y es
especialmente susceptible al calor, sobreviviendo pocas horas en desecacion (Rodriguez

etal., 2002a).

Ha sido reportado practicamente de todos los paises europeos (Dubreuil et al., 2000)
y de diferentes partes de los Estados Unidos y Canada, Japon, Corea, Taiwan, Filipinas,
Australia (Schultz et al., 1982; Taylor, 1999; Chiers et al., 2002; Kucerova et al., 2005;
Gunn-McQuillan, 2005; Nussbaumer et al., 2006; Torres et al., 2006). Datos de pocos
paises de América Latina han sido publicados, entre ellos, los de Argentina, Chile,
Brasil, Venezuela, Peru y México (Utrera et al., 1989; Calle et al., 1996; Moguel, 1997,
Moreno et al., 1999; Williams et al., 2000; Bersano et al., 2003; Alvarez et al., 2004;
Zielinski, 2006).

Existen diferencias significativas en la virulencia entre los 15 serotipos. Los

serotipos 1 y 5 y en cierta medida también los serotipos 9 y 11 estdn implicados en

brotes severos de la enfermedad (Frey, 1995).
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Mas de un serotipo de A. pleuropneumoniae pueden estar presentes en una misma
granja, con diversos grados de patogenicidad, de acuerdo al perfil toxigénico que

expresen (Chiers et al., 2002).

2.4.2. Hospederos

A. pleuropneumoniae es un estricto patégeno del sistema respiratorio porcino y
especie especifico para la especie porcina. Sin embargo, ha sido reportado de casos
individuales de artritis en corderos y terneros (Olander, 1963; Gutiérrez et al., 1997),
observandose ademdas que cobayos, ratas y ratones, representan buenos modelos de

infeccion (Somchit et al., 2004).

A. pleuropneumoniae se aisla de la cavidad nasal, tonsilas y lesiones pulmonares de
los porcinos, siendo los animales portadores asintomaticos o con infeccion cronica la

principal fuente de infeccion (Bossé et al., 2002).

2.4.3. Modo de transmision

La principal forma de transmision es por contacto directo entre animal infectado y
animal susceptible (Taylor, 1999). La transmision por via aerdégena es un evento raro.
Sin embargo, Jobert et al. (2000) y Torremorell et al. (1997), demostraron la

transmision aérea a un 1 metro, y a 2 metros y medio de distancia, respectivamente.

Por ¢l contrario, Kristensen et al. (2004) encontraron que para que ocurra una
transmision consistente, la cantidad de aire necesaria que debe pasar de un local
infectado a uno susceptible debe ser del 70%. Sin embargo, simulando condiciones

naturales la cantidad de aire que pasa de un local a otro no supera el 2 %.

La transmision a través de roedores pequefios o pajaros es aun dudosa (Taylor,
1999), ya que el microorganismo posee escasa supervivencia en el medio ambiente,
aunque se encuentre protegido por materia organica. No obstante, la transmision a

través de vehiculos contaminados ha sido demostrada (Fussing et al., 1998).

11



La introduccion de marranas de reemplazo subclinicas portadoras de A.
pleuropneumoniae es también uno de los puntos claves de la transmision de la infeccion

(Wongnarkpet et al., 1999; Zielinski et al., 2006).

Vigre et al. (2002), detectaron lechones lactantes de 11 dias positivos a la infeccion
con A. pleuropneumoniae, evidenciando que a pesar que ésta no es la edad mas

frecuente de infeccidn, estos animales pueden ser considerados una fuente de infeccion.

2.4.4. Pleuroneumonia porcina (PP)

Actualmente, A. pleuropneumoniae esta ampliamente extendido por todo el mundo
(Dubreuil et al., 2000), particularmente relacionado con las granjas porcinas de
explotacion intensiva. Presenta una incidencia creciente debido a la intensificacion y la
masificacion en las explotaciones porcinas, siendo importantes una correcta practica de
manejo de la granja (Maes et al., 2002), siendo claves los intercambios comerciales para

su extension (Medrano, 2003).

La pleuroneumonia puede ocurrir en animales de todas las edades (Bossé et al.,
2002). La edad mas receptiva es entre las 6 a 15 semanas, especialmente, entre las 6 a 8
semanas al disminuir el titulo de anticuerpos calostrales, aunque otras son posibles

(Rodriguez et al., 2002b).

El periodo de incubacion puede ser variable. Ha sido demostrado que la expresion de

la enfermedad es dosis dependiente (Marsteller y Fenwick , 1999).

Desde el punto de vista epidemioldgico, Marsteller y Fenwick (1999) clasifica a las
granjas porcinas en cuatro categorias respecto a la presencia de signos clinicos y al
estado serologico. Indicando que aproximadamente el 80% de las granjas porcinas caen

en la categoria 1, granjas clinicamente negativas y serolégicamente positivas.
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2.4.5. Factores predisponentes para el desarrollo de 1la

pleuroneumonia porcina

Muchas granjas estan infectadas subclinicamente con A. pleuropneumoniae, debido
al equilibrio inmunolégico y un manejo adecuado (Gottschalk, 2005).Generalmente, la
incidencia mas alta de brotes de la enfermedad es observada en porcinos de crecimiento
y acabado, debido a determinados factores que predisponen la manifestacion de la

enfermedad (Taylor, 1999).

Entre los factores predisponentes de la enfermedad tenemos: el hacinamiento, una
inadecuada ventilacion, el movimiento y mezcla de los animales, el transporte de los
animales y los cambios climaticos abruptos. De igual forma, se considera se considera
la presencia de otras enfermedades ocasionadas por el virus de PRSS, virus de Aujesky,
virus de influenza porcina, Mycoplasma hyopneumoniae y Haemophilus parasuis
(Taylor, 1999).

Diosdado et al. (1999), observaron que la infeccion conjunta con el virus de
Aujeszky y M. hyopneumoniae aumentd la susceptibilidad a la infeccion con A.
pleuropneumoniae. Sin embargo, no se encontr6 asociacion entre la presencia de

anticuerpos contra el virus de PRSS y A. pleuropneumoniae (Disodado et al., 2004).

2.4.6. Impacto econdmico

Actinobacillus pleuropneumoniae, forma parte del complejo respiratorio porcino,
asociado a multiples agentes patogenos, incluyendo el virus de PRRS, Mycoplasma
hyopneumoniae, Haemophilus parasuis, el virus de la Influenza porcina (SIV),
Pasteurella multocida, Streptococcus suis, virus de la enfermedad de Aujeszky
(Thacker y Thacker, 2000).

Las pérdidas econdmicas debidas a brotes agudos de la pleuronuemonia porcina son
atribuibles principalmente a la elevada mortalidad, que puede alcanzar el 100% de los

lechones y el 25% de los adultos de engorde (Medrano, 2003), y a los costos de la
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medicacion. En los casos cronicos, se deben principalemente a la disminucion en la tasa
de crecimiento, disminucion en la ganancia diaria de peso y al incremento del indice de
conversion alimenticia (Taylor, 1999). La tasa de morbilidad varia entre el 8,5% vy el

40% (Gutiérrez et al., 1997),

2.5.Patogenia

A. pleuropneumoniae penetra por las vias respiratorias superiores, concentraciones
de 10* de la bacteria por mililitro via aerosol (10% en serotipos mas patdgenos), son

suficientes para causar la enfermedad (Palomo, 1996).

La adherencia de A. pleuropneumoniae a las células epiteliales tonsilares constituye
probablemente el primer paso en el establecimiento bacteriano (Chiers et al., 1999).La
adherencia a la mucosa respiratoria y a los anillos traqueales es posible por accion

combinada de las fimbrias, capsula y LPS (Boseé¢ et al., 2002).

Siguiendo a la adhesion a las células del hospedero, el establecimiento de la
infeccion depende de la habilidad de A. pleuropneumoniae para adquirir todos los
nutrientes esenciales para su crecimiento, produciendo para esto factores como las
proteinas TbpA y TbpB (Baltes, 2002), LPS, las PME (Archambault et al., 2003), la
ureasa (Bossé y Maclnnes, 2000) y proteasas (Gonzales et al., 2004).

Cuando A. pleuropneumoniae llega al pulmon, es fagocitado por los macréfagos,
pudiendo sobrevivir por mas de 90 minutos en su interior (Bose¢ et al., 2002), tiempo
durante el cual liberan las toxinas, pudiéndose producir después de 30 a 60 minutos la
aniquilacion del macrofago (Palomo, 1996). También son toxicas para los neutréfilos y
células endoteliales (Haesebrouck et al., 1997). Factores como, la capsula y el LPS; la
SOD de cobre-zinc; las proteinas de estrés; y el amoniaco (Bose¢ et al., 2002) pueden

contribuir a su supervivencia dentro del macréfagos alveolares.

La actividad hemolitica y citotdxica de las toxinas Apx es responsable directamente
del dafio tisular, y de las lesiones necroticas-hemorragicas observadas en el pulmon

(Boseé et al., 2002).
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El LPS y las Apx estan involucrados en la liberacion de metabolitos de oxigeno
toxicos, enzimas proteoliticas y citocinas, especialmente las IL-1, IL-6 e IL-8, las cuales
son importantes en la respuesta local en alvéolos, asi como, en la activacion del sistema
de coagulacion de la sangre (por activacion del factor XII), fibrinolisis y sistema de
quininas, lo que da lugar a la formacion de microtrombos, isquemia localizada y

necrosis subsecuente, caracteristica de la PP aguda (Boseé et al., 2002).

Las lesiones necrotico-hemorragicas a nivel pulmonar pueden ser evidentes a las 3
horas postinfeccion en casos sobreagudos y en 6 horas en los casos agudos. Se produce
una congestion capilar de la pared alveolar con edema marcandose el septo intersticial.
En casos de bacteremia el cuadro clinico se hace mucho mas severo y puede presentarse

muerte sobreaguda.

A medida que pasan los dias se produce muerte de macrofagos y neutrofilos que se
acumulan en la lesion y a nivel de los bronquios, provocando una trombosis arterial con
necrosis tisular. Cuatro dias posteriores a la infeccion las lesiones pulmonares estan bien
demarcadas y es posible aislar a A. pleuropneumoniae. Con la evolucion, la lesion
comienza un proceso de fibrosis que conduce a la cicatrizacion (Palomo, 1996;

Rodriguez et al., 2002a; Utrera y del Castillo, 2006).

2.6.Inmunidad

Se conoce extensamente, que el papel dominante en la proteccion del sistema inmune
en la pleuroneumonia porcina es desempefiado por la IgG circulante en la sangre

(Hensel et al., 1994).

Después de la supervivencia a la infeccion natural, los porcinos desarrollan
inmunidad protectora contra un posterior desafio (Taylor, 1999). Cruijsen et al. (1995)
encontraron que porcinos convalecientes, infectados experimentalmente con A.
pleuropneumoniae, podian desarrollar una inmunidad protectora hacia los serotipos

homologos y una inmunidad variable hacia los serotipos heterdlogos.
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La infeccidon genera la produccion de anticuerpos dirigidos contra una gama amplia
de estructuras y productos bacterianos, incluyendo, la capsula, el LPS, las PME,

proteinas de union a transferrina, SOD y las toxinas Apx (Taylor, 1999).

Se ha determinado que la presencia de anticuerpos contra las Apx es un requisito
imprescindible para una respuesta inmune completa, en cambio, la de anticuerpos contra

el LPS o polisacaridos capsulares no lo es (Medrano, 2003).

Anticuerpos circulantes pueden ser detectados con la prueba de fijacion de
complemento a partir de los 10 dias post-infeccion con un nivel maximo después de 3 a

4 semanas, pudiendo persistir por muchos meses (Haesebrouck et al., 1997).

Los magréfagos alveolares y neutrdfilos son importantes en el sistema de defensa del
pulmén contra la infeccion con A. pleuropneumoniae. Haesebrouck et al. (1997),
indicaron que a pesar de la presencia de anticuerpos contra las toxinas Apx, la muerte
de los macréfagos ocurre, por el contrario, estos anticuerpos protegen a los neutrofilos y

permiten la eliminacion de la bacteria.

2.6.1. Inmunidad humoral

La respuesta humoral inmune, es crucial en la defensa contra la infeccién con A.
pleuropneumoniae. La hipdtesis de que la IgG es la inmunoglobulina de mayor
importancia es apoyada por experimentos de transferencia de suero de porcinos
convalecientes, causando titulos de IgG similares a aquellos en porcinos inmunizados,

confiriendo proteccion a un posterior desafio (Bossé et al., 1992).

El papel de la I[g M también ha sido descrito en lechones que fueron expuestos a altas
dosis de A. pleuropneumoniae a las 3 y 8 semanas de edad. Todos los lechones
infectados tuvieron altos niveles de anticuerpos IgM contra el LPS de A.
pleuropneumoniae, atn en el caso donde altas concentraciones de anticuerpos IgG

estuvieron presentes en el suero (Krejci et al., 2005).
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Debido a que las mucosas son la primera via de contacto con el microorganismo, el
papel de las IgA en la etapa inicial de la infeccion es importante. La presencia de estas
inmunoglobulinas en los fluidos nasales y broncoalveolares resulta basica para la
opsonizacion y neutralizacion de la bacteria, antes de que ésta pueda alcanzar las vias

respiratorias inferiores (Loftager y Eriksen, 1993).

Vigre et al. 2002, observaron que la seroconversion de los animales infectados a
nivel tonsilar se did entre las 2 y 4 semanas post-infeccion, lo que coincidié con lo

encontrado por Medrano (2003).

Chiers et al. (2002) determinaron que los titulos de anticuerpos calostrales decrecian
a las 8 semanas de vida, estableciéndose seroconversion a partir de las 16 semanas, lo
que denotaba que la infeccion se producia a partir de la 12 semana. Pero se encontraron
animales infectados a nivel tonsilar y cavidad nasal, los cuales eran negativos
serologicamente sugiriendo que tal infeccion no provocaba seroconversion. No
obstante, debe considerarse que el método serologico utilizado, basado en la deteccion
de las toxinas ApxI, ApxIl y ApxIIl, tal vez no era lo suficientemente sensible para

detectarlos.

Los anticuerpos contra la toxina ApxIV no se producen en animales que son
portadores de la bacteria a nivel nasal, sin colonizacién e infeccion tonsilar o pulmonar

(Schaller, 1999).

2.6.2. Inmunidad celular

La inmunidad celular no es esencial para la proteccion contra A. pleuropneumoniae
(Haesebrouck et al., 1997) Sin embargo, mediante infecciones experimentales con A.
pleuropneumoniae via aerosol, se ha observado un incremento del nimero de linfocitos
T (CD4 y CDS8) en el tejido linfoide asociado a los bronquios y una concentracion
elevada de neutrofilos en los lavados pulmonares, que normalmente estan ausentes

(Delventhal et al., 1992).
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2.6.3. Inmunidad maternal

Las hembras inmunes confieren la inmunidad pasiva a su descendencia, a partir del
calostro, donde los niveles de IgG e IgM dependen de su transferencia desde la sangre,

aunque una pequeiia cantidad de las IgA, se sintetizan en la mama (Rodriguez et al.,

2002b).

La duracidon de la inmunidad calostral oscila entre 2 a 12 semanas, dependiendo
principalmente del nivel de anticuerpos obtenidos a partir de la madre (Haesebrouck et
al., 1997; Vigre et al, 2003; Lopez y Mourits, 2006), sin embargo se ha observado que

la proteccion no supera las 3 semanas (Haesebrouck et al., 1997).

La inmunidad calostral posee un efecto protector contra la infeccion por A.
pleuropneumoniae (Rodriguez et al., 2002b). Nechvatalova et al, (2005), demostraron
que lechones que obtuvieron anticuerpos calostrales y que fueron expuestos a una baja
dosis de infeccion con A. pleuropneumoniae resistieron un posterior desafio, sin

embargo, no se previno el desarrollo de lesiones pulmonares.

La presencia de inmunidad calostral es un factor importante, que interfiere en la
inmunidad activa de los lechones (Krejci et al, 2005), demostrandose que una tipica
respuesta inmune primaria solo es evidente en lechones que no poseen anticuerpos

calostrales al momento de ser desafiados.

Chiers et al. (2002), encontraron que la colonizacion de las vias respiratorias

superiores altas puede ocurrir en presencia de anticuerpos maternales.

2.7.Signos clinicos y lesiones

El curso clinico de la enfermedad puede ser desde hiperagudo hasta cronico
dependiendo del serotipo infectivo, el nivel inmune del porcino, y del grado de

exposicion al agente infeccioso (Bossé et al., 2002).
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Durante la enfermedad hiperaguda y aguda los porcinos exhiben algunos de los
signos clinicos, que incluyen: fiebre, incremento de la frecuencia cardiaca, tos,
epistaxis, disnea, anorexia, ataxia, vomitos, diarrea, y una severa dificultad respiratoria
con cianosis (Bossé et al., 2002). La presencia de abundante secrecion espumosa y
rojiza en ollares y boca puede presentarse previo a la muerte. La muerte generalmente
sobreviene en 24 a 36 horas, sin embargo, el curso de la enfermedad puede llegar a ser

tan corto, 3 horas, no llegdndose a observarse signos clinicos. (Taylor, 1999).

Las lesiones caracteristicas consisten en una neumonia necroética fibrino-hemorragica
con pleuritis serofibrinosa y adherencias costales. La neumonia es principalmente
bilateral, involucrando los lobulos cardiacos, apicales y parte de los Ilobulos
diafragmaticos donde las lesiones neumonicas son a menudo focales y bien demarcadas,

ocupando hasta el 50% del parénquima pulmonar (Taylor, 1999; Palomo, 1996).

Microscopicamente, las lesiones caracteristicas consisten en areas de necrosis por
coagulacion asociadas con vasculitis y trombosis. En las fases tempranas de la
enfermedad, la marcada infiltracion de polimorfonucleares, fibrina, eritrocitos y el
edema son aparentes .En las fases mas tardias, la infiltracion de macrofagos es mas
notoria y las areas necroticas son rodeadas con franjas densas de leucocitos degenerados

(Bossé et al., 2002).

Los animales que sobreviven a la infeccion pueden llegar a tener una completa
resolucion de las lesiones, pero frecuentemente se desarrolla un secuestro de las areas
necroticas y/o abscesos rodeados por una proliferacion de tejido de granulacion
conteniendo un elevado nimero de microorganismos (Bosse et al., 2002). Lesiones en
las celulas epiteliales, edema e infiltracion de PMN en las tonsilas han sido descritas

(Chiers et al., 1999).

A pesar que las lesiones provocadas por la infeccion con A. pleuropneumoniae
generalmente se limitan al sistema respiratorio porcino se ha podido observar su
participacion en casos de otitis media, peritonitis fibrinosa, meningoencefalitis
purulenta, endocarditis ulcerosa, artritis y osteomielitis (Duff et al., 1996; Jensen et al.,

1999; Taylor, 1999; Madsen et al., 2001).
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2.8.Diagnostico

Los métodos de diagnostico de las infecciones por A. pleuropneumoniae son diversos
y han evolucionado mucho en los tltimos afos. El diagndstico de la PP puede realizarse
a través de: a) el diagnostico clinico-anatomopatoldgico, por observacion de sintomas y
lesiones tipicas, b) el diagnostico bacteriologico, ¢) el diagnostico serologico y d)

mediante pruebas moleculares que han sido afiadidas recientemente (Stark, 2000).

El diagnostico clinico-anatomopatologico es relativamente facil y util en la forma
aguda y cronica de la enfermedad. Por el contrario, el diagnostico se torna dificil y
confuso cuando la enfermedad se presenta en la forma subclinica. En estas condiciones

la forma mas comun de diagnostico es la serologia (Rosales, 2005).

Para el diagnodstico bacteriologico se utilizan muestras de exudados bronquiales o
nasales, tonsilas y de lesiones pulmonares (Taylor, 1999). El aislamiento a partir de
animales portadores cronicos, donde el nimero de bacterias presentes en las vias
respiratorias es bajo y esta mezclado con la flora natural, es dificil e incierto (Rodriguez
et al., 2002a), donde la técnica de siembra y cultivo, asi como, la seleccion de las

muestras son factores importantes (Williams et al., 2000; Sidibe et al., 1993).

En el Peru, A. pleuropneumoniae fue aislado por primera vez en el afio 1988 por
Calle y Camacho en el departamento de Trujillo. Posteriormente, Castillo (1996),
realiz6 el aislamiento de muestras de hisopados de pulmoén tomadas en un camal de

Lima.

Actualmente el método seroldgico (deteccion de anticuerpos) es usado por la
mayoria de los laboratorios. Este método es uno de los mas adecuados, ya que se puede
realizar en los animales vivos con y sin signos clinicos, es mas rdpida y permite
muestrear un gran numero de animales. Las pruebas seroldgicas que buscan la
identificacion del serotipo son especialmente utiles para completar el diagnostico
bacteriologico, para determinar el tratamiento o para la preparacion de autovacunas

homologas. Las pruebas independientes de serotipo pretenden ser métodos mas
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generales de control, permite asegurar la presencia de A. pleuropneumoniae, nos
permite hacer perfiles de la enfermedad, identificando el punto de infeccion en la granja

y estimar la extension de la infeccion en la explotacion (Medrano, 2003).

La serotipificacion, es el método comunmente utilizado en la tipificacion de A.
pleuropneumoniae, basado en la determinacion del tipo de antigenos capsulares
presentes en cada aislamiento, que permite su agrupacién en serotipos. Para este fin
varias técnicas han sido usadas, siendo las més comunes: la aglutinacion rapida en
placa, la coaglutinacion, la hemaglutinacion indirecta, la prueba de fijacion del
complemento, inmunofluorescencia indirecta, la inmunodifusion en gel, el ensayo de
inmunoabsorcion unido a enzimas, la precipitacion en anillo (Lo, 1997) y el

radioinmunoensayo (Inzana et al., 1990).

2.8.1. Pruebas de laboratorio para la deteccion de anticuerpos

2.8.1.1. Fijacion de complemento (FC)

La FC fue adaptada al diagndstico de la pleuroneumonia porcina por Nicolet en 1971
(Lo, 1997). Lombin et al. (1992), describieron la técnica, usando sobrenadantes de una
suspension bacteriana preparados por sonicacidbn como antigeno; complemento de
cobayo, suero de bovino, globulos rojos de cordero, y el suero a prueba. Ha sido
sustituida progresivamente por el ELISA, ya que es una prueba laboriosa y poco
sensible y presenta reacciones cruzadas con otras especies de Actinobacillus y
Haemophilus (Inzana y Mathison, 1987). A pesar de estos inconvenientes es utilizada
atn como prueba de referencia en paises de Europa y Estados Unidos (Montaraz et al.,

1996).

2.8.1.2. Inhibicién de la hemolisina (IH)

La IH, detecta anticuerpos contra la toxina ApxIl. Esta caracteristica le da la
desventaja de detectar inicamente infecciones por los serotipos 1, 5, 9, 10 y 11. En

adicion, no puede diferenciar entre estos serotipos y, lo mas importante, no puede
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diferenciar las infecciones producidas por otras especies bacterianas que producen

toxinas similares (Montaraz et al., 1996; Gottschalk, 2004).

2.8.1.3. Aglutinacién en placa

En Meéxico, esta prueba ha sido utilizada ampliamente. Detecta anticuerpos
capsulares de alta afinidad contra los serotipos 1, 3, 5 y 7. Las ventajas que ofrece es ser
sencilla, facil de realizar y econdomica. Sin embargo, tiene como desventaja su poca
sensibilidad y especificidad, ser serotipo especifica, la presencia de reacciones cruzadas
con otros serotipos y otras especies de Actinobacillus y Haemophilus, y el no poder

discriminar anticuerpos vacunales (Inzana y Mathison, 1987; Rosales, 2005).

Ciprian et al. (1999), reportaron el uso de esta técnica para la identificacion de

anticuerpos IgG dirigidos contra la capsula de los 12 serotipos de A. pleuropneumoniae.

En el Pert, Calle et al. (1996) y Castillo, (1996), usaron la prueba de aglutinacion en
placa para detectar anticuerpos contra los serotipos 1, 3, 5y 7 de A. pleuropneumoniae

en granjas porcina tecnificadas y de un camal de Lima, respectivamente.

2.8.1.4. Ensayo de inmunoabsorcién unido a enzimas (ELISA)

indirecto

Nicolet et al. (1981) utilizaron esta técnica por primera vez en el diagndstico y, desde

entonces, ha sido el procedimiento mas extendido desplazando a la FC.

De todas las pruebas serologicas el ELISA es la que posee mayor sensibilidad y
especificidad, ademas de poder utilizarse de modo automatico. El uso de ELISA
indirecta para los serotipos 1, 2, 5, y 7 han sido reportados por diversos investigadores

(Bosse et al., 1990, 1993; Inzana y Fenwick, 2001; Klausen et al., 2002).
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Las largas cadenas de LPS (LC-LPS) han sido usadas como antigenos convenientes
para el serodiagnostico de los serotipos 1, 2, 4, 5, 6, 7 y 12 (Gottschalck et al., 1994a,
1994b, 1997; Grondahl et al., 2003).

El ELISA de inhibicion o bloqueo, ha sido usado exitosamente para la mayoria de los
serotipos (Nielsen et al., 1991; Nielsen et al., 1993; Stenbaek y Schirmer, 1994;
Klausen et al., 2001; Andresen et al., 2002).

El desarrollo de un ELISA indirecto utilizando como antigenos las proteinas ApxI y

Tbp2, fue realizado por Medrano (2003).

Pruebas de ELISA utilizando las toxinas Apx han sido desarrolladas por varios

investigadores (Leiner et al., 1999; Nielsen et al., 2000; Dreyfus et al., 2004).

Las pruebas de ELISA basadas en la toxinas Apx y en la proteina de membrana Tbp2
no son capaces de diferenciar las infecciones producidas por otras especies bacterianas
que producen toxinas y proteinas similares, como E. coli hemolitica, A. suis y H.

parasuis (Medrano, 2003; Gottschalk, 2004).

Dreyfus et al. (2004) desarrollaron un ELISA indirecto basado en el uso de la toxina
recombinante ApxIV. El estudio de prevalidacion de la prueba demostr6 una
especificidad del 100 % y una sensibilidad del 93.8 %, pudiendo detectar animales con
infecciones agudas y cronica asi como animales, que han sufrido infecciones
subclinicas. Ademas detecta anticuerpos generados durante una infeccion activa a nivel

tonsilar.

Esta prueba de ELISA fue capaz de detectar anticuerpos desde las 3 semanas
postinfeccion en promedio, sin embargo pudo comenzar a detectar anticuerpos en
porcinos experimentalmente infectados con los serotipos 1, 6, 7, 10 y 15 a partir de los 7
a 28 dias post-infeccion. Porcinos vacunados con una vacuna subunitaria conteniendo
las toxinas Apx I, Apx II y Apx III resultaron negativos a esta técnica de ELISA
(Dreyfus et al., 2004).Nussbaumer et al. (2006), realizaron estudios de prevalencia en

Suiza utilizando ELISA ApxIV detectando cerca del 80% de granjas matrices y cerca
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del 40% de granjas comerciales positivas al agente infeccioso, asi también, Garcia
(2007) utilizd esta prueba para detectar la infeccion en madres provenientes de una

granja porcina.

2.8.2. Pruebas de laboratorio para la deteccion de antigenos

2.8.2.1. Coaglutinacion

Es una técnica simple y rapida para la identificacion de A. pleuropeneumoniae.
Emplea antisueros de conejo especificos de serotipo, mezclados con un proteina A
producida por cepas de S. aureus (Mittal et al., 1983). Permite la deteccion de animales
infectados simultdneamente con varios serotipos y la posibilidad de trabajar con
muestras en mal estado. Es bastante especifica y mas sensible que el aislamiento
bacteriano, pero s6lo detecta un pequeio porcentaje de animales infectados de forma

cronica (Mittal et al., 1993).

2.8.2.2. Inmunohistoquimica

Técnica basada en la utilizacion de antisueros especificos de serotipo, marcados con
peroxidasa o con biotina. Es répida, facil de ejecutar y permite trabajar sobre muestras
fijadas con antigiiedad (Gutiérrez et al., 1993). Hernandez et al. (2002), reportaron la
identificacion del serotipo 1 de A. pleuropneumoniae de pulmones de porcinos con y sin

lesiones neumonicas, usando esta técnica.

2.8.3. Pruebas de laboratorio para la deteccion de ADN

2.8.3.1. Reaccidén en cadena de polimerasa ( PCR)

La PCR se utilizo por primera vez por Sirois et al. en 1991 utilizando primers
inespecificos. Lo (1997), describieron la primera PCR capaz de detectar el serotipo 5 a

través de la identificacion de una region codificante para la cépsula, aunque no fueron
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capaces de aplicar el procedimiento al resto de serotipos. Posteriormente, Hiissy et al.

(2004), aplicaron esta técnica al serotipo 2.

El PCR o PCR-REA (analisis de restriccion de enzimas) basado en el gen omlA, ha
sido empleado por Gram et al. (2000) y Cho y Chae (2003a).

Posteriormente, Schaller et al. (2001) propusieron el uso del gen apxIV y Chiers et
al. (2001) el uso del gen dsbE-like., con buenos resultados en la deteccion del agente.
Otros estudios propusieron el uso de la PCR anidado en tejidos fijados en formalina
(Cho y Chae, 2003b) y la aplicacién de la PCR-REA para la deteccion del gen apxIV
(Jaglic et al., 2004).

Otros investigadores han desarrollado métodos basados en variantes de la PCR,
como: PCR multiplex para los serotipos 2,5 y 6 (Jessing et al., 2003), PCR-RFLP
(Polimorfismos en la longitud de fragmentos de restriccién) en base a la secuencia del
gen aroA (Rodriguez et al., 2002a) y RAPD (Amplificacion aleatoria de polimorfismos
de ADN) (Chatellier et al., 1999; Vaz, 2002).

2.8.3.2. Electroforesis en Gel de Campo Pulsado (PFGE)

Las técnicas moleculares para el analisis de ADN cromosomal como el PFGE han
demostrado ser un método eficiente para resolver divergencias entre las diferentes cepas
y ha sido bastante utilizado en el estudio epidemiologico. Fussing (1998), utilizé la
PGFE para demostrar la relaciones genomicas entre 112 cepas del serotipo 2 de A.

pleuropneumoniae aisladas de Estados Unidos y Europa.

2.8.3.3. Ribotipificacion

Esta técnica ha sido usada para la deteccion y diferenciacion entre serotipos de A.
pleuropneumoniae (Fussing et al., 1998). Jaglic et al. (2004), fueron capaces de
distinguir con esta técnica, cepas pertenecientes a los 12 serotipos de A.

pleuropneumoniae, pero no las pertenecientes a los serotipos 1,9,y 11.
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2.8.3.4. Diagnostico diferencial

Una de las principales dificultades del diagnostico radica en diferenciar la
pleuroneumonia porcina de otras patologias respiratorias, siendo una de las situaciones
mas frecuentes la implicancia de A. pleuropneumoniae en cuadros polimicrobianos en
los que la importancia relativa de cada patéogeno y, sobre todo, el agente etiologico
original, resultan de dificil determinacion (Thacker y Thacker, 2000). Muchas
enfermedades sistémicas y pulmonares pueden potencialmente causar signos clinicos y
lesiones similares a las producidas por A. pleuropneumoniae. Los patégenos mas
comunes que deben ser considerados para el diagndstico diferencial son: el virus del
colera porcino, el virus de la influenza, el virus de PRRS, Haemophylus parasuis,

Salmonella cholerasuis, P. multocida, M. hyopneumoniae.

2.9.Tratamiento

Diversos agentes antimicrobianos han sido utilizados para la prevencion y
tratamiento de las neumonias bacterianas (Taylor, 1999) Sin embargo, ninguno de ellos

tiene accion especifica contra A. pleuropneumoniae.

Se han realizado seguimientos de la sensibilidad a antibidticos de las cepas de A.
pleuropneumoniae encontrando variaciones en cuanto a su localizacion geografica. Se
ha determinado la sensibilidad de la bacteria a los antibidticos con cepas provenientes
de Espafia, entre los afios 1997-2004 (Gutiérrez et al., 2006).Las bacterias eran muy
susceptibles a cefalotina, cloranfenicol y doxiciclina, altamente resistente a las
tetraciclinas y moderadamente resistente a las penicilinas, trimetroprim, sulfisoxazole, y
gentamicina. Una resistencia a los antibioticos, como: tetraciclina, doxiciclina,
norfloxacina, estreptomicina, tiamulina, eritromicina y acido nalidixico fueron vistas en
un estudio realizado en la Republica Checa (Nedbalcova et al., 2005). En Japon, los
antibioticos mds activos fueron el ceftiofur, amikacina y cefalotina; existiendo una

resistencia a la mayoria de antibioticos de uso generalizado (Chang et al., 2002).
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En Sudamérica, un estudio realizado en Venezuela (Pineda et al., 1996) mostrd una
alta resistencia hacia la eritromicina, estreptomicina, triple sulfa, penicilina y
lincomicina, observandose la emergencia de cepas de A. pleuropneumoniae
probablemente resistentes debido al uso indiscriminado de estos agentes como
preventivos y terapeuticos en la crianza porcina. Otro estudio comparativo entre la
concentracion inhibitoria minima de varios antibioticos frente a cepas de A.
pleuropneumoniae aisladas en Argentina, demostrd que el antibidtico mas eficaz era la
tilmicosina, mientras que la eritromicina y tilosina demostraron una sensibilidad

intermedia (Moredo et al., 2001).

Por la emergencia de resistencia mediada por plasmidos a diferentes antibioticos, la
variedad de antimicrobianos usados para el tratamiento de la PP ha ido disminuyendo.
Entre los antibioticos de eleccion estan, la tilmicosina (Paradis et al., 2004), la
tulatromicina, el florfenicol, el ceftiofur sédico, la tiamulina entre otros (Taylor, 1999;

Utrera y del Castillo, 2006).

El uso de tilmicosina ha sido reportado de utilidad en la terapia de animales en la
fase de crecimiento, reduciendo las lesiones pulmonares (Clark et al., 1999). Las
terapias con amoxicilina y danofloxacina, usadas por separado, demostraron ser tan
efectivas como la dosificacion fraccionada en varias dosis (Lauritzen et al., 2003;

Utrera y del Castillo, 2006).

Debido al curso agudo de la enfermedad, el tratamiento por via parenteral es la mejor
via de tratamiento. El tratamiento en el agua de bebida y pienso puede utilizarse en
animales que aun tienen capacidad de beber y comer. Una combinaciéon de la
medicacion via oral y parenteral en un brote reciente normalmente ofrece los mejores

resultados (Rodriguez et al., 2002a).

A pesar de esto, los resultados del tratamiento son decepcionantes debido a la
gravedad de la forma aguda y a la persistencia de la infeccion en animales
reestablecidos. Aunque los antibidticos pueden reducir la mortalidad, mejorar la
ganancia de peso diario y reducir las lesiones, los animales siguen alojando la bacteria y

son una fuente de infeccion para otros animales.
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2.10. Prevencion y control

Existen dos opciones para el control y prevencion de la PP:

- Control econdémico, mediante un manejo adecuado en combinacion con el posible
uso de la vacunacion.

- Erradicacion de la infeccion en la granja.

La eleccion de una de estas dos alternativas, esta en funcion del tipo de explotacion,
libre o portadora del microorganismo, y requiere el analisis minucioso de las ventajas y

desventajas de cada una (Radostits et al., 2001).

En una explotacion libre el principal objetivo es continuar manteniendo la
explotacion en esa situacion. La atencidn se centra siempre en el control de los animales
de reposicion, sobre los que serd necesario aplicar una cuarentena y un control
serologico exhaustivo para detectar animales con infecciones subclinicas,
combinandolos, si es posible, con ensayos de deteccion de antigeno en vias respiratorias
superiores. En una explotacion sin experiencia inmunoldgica previa, la entrada de una
cepa virulenta puede ser causa de situaciones sanitarias muy perjudiciales, la

vacunacion en estos casos es recomendada. (Rodriguez et al., 2002a).

Cuando una explotacion esta infectada con serotipos que no provocan consecuencias
graves (en término de mortalidad o lesiones), puede ser preferible convivir con el
microorganismo que poner en practica costosisimos programas de saneamiento.
Establecida la infeccion en la granja, es dificil de erradicar el agente infeccioso, aunque

no haya presencia de signos clinicos. (Rodriguez et al., 2002a).

La practica estricta del sistema todo dentro-todo fuera por lotes, en combinacion con:
tratamientos estratégicos; control de factores ambientales; control de la densidad de
animales y uso de vacunas, constituyen un método muy efectivo para controlar la
expresion clinica de la enfermedad.El seguimiento serologico de las marranas y

lechones , el destete precoz segregado (SEW) y la creacion de grupos de aislamiento por
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edades, son medidas que minimizan la transmision vertical y horizontal dentro de las
explotaciones. Sin embargo, en algunos casos usando el SEW por edades con una edad

al destete temprana, la transmision puede atin ocurrir (Rodriguez et al., 2002a).

La identificacion de los animales portadores mediante pruebas seroldgicas que
detectan anticuerpos contra A. pleuropneumoniae, la serotipificacion y en algunos casos
el uso del PCR para la deteccion directa del agente juegan un papel clave en el control

de la PP.

La vacunacion de las madres ha demostrado poseer un efecto positivo en la
estabilizacion de la inmunidad y en reducir la incidencia del problema en porcinos

destetados (Sjolund et al., 2004).

En explotaciones que practican los métodos de destete por segregacion y el sistema
todo dentro todo fuera, es posible que los porcinos en cria estén en la categoria 1
(animales serologicamente positivos y clinicamente negativos) y los de crecimiento en
la categoria 2 (seroldégicamente y clinicamente negativos). Si la gestion de manejo de
los porcinos en crecimiento es mantenida y la bioseguridad es adecuada, porcinos
clinicamente negativos pueden ser producidos de piaras de marranas infectadas

endémicamente (Marsteller, 1999).

Las medicaciones pulsatiles o estratégicas (medicar de forma preventiva antes de que
aparezca el problema) son de eleccion para el control de la infeccion dado que permiten
reducir el nivel de infeccion evitando enfermedad clinica, pero existe cierto grado de
infeccion que permite el desarrollo de inmunidad activa frente al patogeno. Desde un
punto de vista practico, se suele preferir la medicacion en el alimento, aunque el uso de
medicamentos en agua o como inyectable pueden ser necesarios en brotes clinicos
(Thacker y Thacker, 2000). La combinacion de florfenicol y tilosina en animales desde
los 50 kilos de peso hasta su salida al mercado 80/100Kg fue efectivo para el control de
la infeccion por A. pleuropneumoniae y bacterias gram-negativas y positivas patdogenas
primarias del pulmoén. De esta forma se redujeron los signos clinicos y lesiones asi

como la difusion intragranja (Campa et al., 2006).
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A. pleuropneumoniae no afecta por si sélo una explotacion porcina, el so6lo
diagnostico serologico y/o microbioldgico de €l sélo no es suficiente. Otros agentes
patdgenos responsables de enfermedades como Fiebre Porcina Clasica; Enfermedad de
Aujeszky; PRRS; Neumonia Enzootica y Enfermedad de Glasser contribuyen y

complican el control y/o erradicacion de A. pleuropneumoniae (Ciprian, 1999).

La PP es una de las enfermedades cuya erradicacion implica mayor inversion
econdmica y riesgo. Entre los métodos para obtener una explotacion libre de A.
pleuropneumoniae figuran: histerectomia, destete precoz medicado (MEW),

despoblacion- repoblacion y el método suizo.

La histerectomia parece ser el método mds seguro para la creaciéon de una
explotacion libre y para el mantenimiento del estado sanitario, aunque su principal
inconveniente es ser un método caro y poco practico cuando se requiere usar en un

nimero elevado de animales (Taylor, 1999).

El MEW constituye una interesante alternativa a la histerectomia y es ideal para el
llenado de explotaciones con animales de alto estado sanitario. Estudios realizados
demostraron que la practica del MEW fue efectiva para la erradicacion de A.
pleuropneumoniae (Alexander y Harris, 1992; Amass, 1998). El llevar a cabo un MEW
sin tomar las debidas precauciones de manejo, personal e instalaciones, permitira la
entrada de agentes secundarios los cuales van a causar mas pérdidas de produccion y

por lo tanto pérdidas econdmicas.

La despoblacion y reabastecimiento es sin duda el método mas fiable pero implica un
costo elevado y puede conllevar a la pérdida de lineas genéticas. Su uso no es

justificado cuando solamente se realiza para erradicar la PP (Rodriguez et al., 2002a).

El método Suizo es aplicado para la eliminacion de la enfermedad en granjas ya
establecidas. Di Cola et al.(2006), senalan haber eliminado con éxito la enfermedad
después de haber procedido a despoblar todos los animales menores de 10 meses de
edad, eliminacion de la progenie nacida de hembras reproductoras (con destete de 19

dias de edad promedio), limpieza y desinfecciéon a fondo de las instalaciones y
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repoblacion con animales libres de la bacteria, ademés de medicar todos los animales
con 100 ppm de tiamulina y 300 ppm de clortetraciclina por 4 meses, y a las hembras
con una dosis de enrofloxacina inyectable al momento de reiniciar los servicios. A la
semana 11 aproximadamente después de la reanudacion de los partos, toda la progenie
fue medicada por pulsos de 15 dias de duracion usando 100 ppm de tiamulina y 300
ppm de clortetraciclina. Al evaluar los animales a la edad de 22 semanas con una prueba

de ELISA-ApxIV, todos resultaron negativos (Di Cola et al., 2006).

Otros autores sugieren el éxito sélo parcial o aun el fracaso como resultado del uso
de este método de erradicacion (Taylor, 1999). Las exigencias habituales de evitar los
residuos de antibidticos y reducir la resistencia antimicrobiana puede hacerlo poco

practico.

2.10.1. Vacunacion

Respecto a la vacunacion, podemos distinguir tres tipos de vacunas: las basadas en

bacterinas, las de subunidades o las que utilizan cepas atenuadas.

Las bacterinas son preparados del microorganismo completo, inactivados por calor (a
60°C durante 2 horas) o formol (formaldehido 0,2%). La vacunacion mediante
bacterinas reduce y, en ocasiones, elimina completamente la mortalidad provocada por
la infeccion con serotipos homoélogos, pero generalmente no confiere proteccion
heter6loga. Ademas, no impide ni el desarrollo de lesiones pulmonares ni la
colonizacion por parte del microorganismo (Haesebrouck et al., 1997). La inmunizacioén
intramuscular con una vacuna inactivada genéticamente (fantasma) del serotipo 9 de A.
pleuropneumoniae previno el desarrollo de los signos clinicos y la colonizacion
pulmonar. .Sin embargo, faltan més estudios para confirmar estos resultados (Hensel et

al., 2000).

Bacterinas con una capacidad de adherencia a los alvéolos incrementada, elaboradas
de cultivos bajo condiciones de restriccion de la disponibilidad de NAD, demostraron
inducir una proteccion parcial pero superior a aquellas elaboradas con medio de cultivos

enriquecidos con NAD (Van Overbeke et al., 2003).
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Se ha comprobado que la vacunacion con una preparacion de ApxI mas ApxII
obtenida a partir del serotipo 1 de A. pleuropneumoniae evité la mortalidad de los
animales inmunizados pero no el desarrollo de las lesiones pulmonares (Devenish et
al., 1990). Una vacuna usando la toxina ApxIl como antigeno DIVA (diferenciar
animales infectados de vacunados) inoculada intramuscular, protegio totalmente contra
los sintomas clinicos en ensayos con una cepa homologa (serotipo 2) asi como con una
cepa heterdloga (serotipo 9); ademads, la colonizacion tonsilar fue reducida pero no

suprimida totalmente (Maasa et al., 20006).

En la actualidad se comercializa una vacuna que contiene ApxI, ApxIl, ApxIIl y una
PME de 42 kDa, que genera proteccion contra todos los serotipos (Van den Bosch et al.,
1992). Los ensayos practicos realizados por Habrun et al. (2002) y Satran et al. (2003)
confirmé que la vacunacién con esta vacuna puede dar lugar a la reduccion del indice de
mortalidad, de los sintomas clinicos y las lesiones pulmonares reduciendo asi
considerablemente las pérdidas debido a esta enfermedad, pero sin prevenir la

colonizacién tonsilar.

Una vacuna de subunidad construida de cultivos de A. pleuropneumoniae serotipo 2
y 9 cultivadas bajo condiciones de crecimiento deficientes en hierro suprimieron o
redujeron fuertemente los sintomas clinicos, pero no previnieron la colonizacion tonsilar
(Goethe et al., 2000). Medrano (2003), construy6 una vacuna constituida por Apx I y II
y las PME, Tbpl y Tbp2, que produjo reaccion de anticuerpos pero no resulto eficaz en

la proteccion contra la infeccion por A. pleuropneumoniae.

También se han ensayado vacunas basadas en cepas atenuadas. Para obtener estas
variantes se han seguido multiples estrategias: aislamiento de cepas de campo,
inactivacion por pases en Vitro, mutagénesis quimica y mutagénesis dirigida (Medrano,

2003).

El uso de las autovacunas no se fundamenta debido a la poca variacién antigénica

por parte de los serotipos de A. pleuropneumoniae.
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A pesar de todo, ninguna vacuna presente en el mercado hasta ahora, es capaz de
prevenir que los porcinos alberguen la bacteria a nivel tonsilar y que se conviertan en

portadores subclinicos de la infeccion.

La vacunacién estda recomendada generalmente para los porcinos de la etapa de
acabado, las indicaciones de los laboratorios que producen las vacunas coinciden en
vacunar 2 veces a partir de la 6 semana de edad, dejando un intervalo de 2 a 4 semanas
entre cada dosis. Sin embargo, cada granja tiene una situacion diferente, los anticuerpos
maternos se mantienen presentes en tiempos variables, por lo que es recomendable
hacer un perfil serologico para determinar el mejor momento para vacunar. Lo anterior
es respaldado por una investigacion realizada por Lopez y Mourits (2006) en una granja
de flujo continuo infectada, donde los niveles de anticuerpos maternales se mantuvieron
hasta las 10 semanas de edad, interfiriendo con la vacunacion de los lechones de 6 y 10

semanas de edad.
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III. MATERIALES Y METODOS

3.1.Lugar de estudio

El estudio se realizd en 10 granjas porcinas tecnificadas inscritas en la Asociacion
Peruana de Porcicultores, ubicadas en los departamentos de Arequipa (1), Ica (1), Lima
(Lima Norte (4), Lima Sur (1), Lima Este (1) y Lima Oeste (1)) y La Libertad (1). Las
muestras de suero se procesaron en el Laboratorio de Bacteriologia de la Facultad de

Medicina Veterinaria de la Universidad Nacional Mayor de San Marcos.

3.2.Animales y tamafio de muestra

Para el calculo del tamano muestral se utilizd el Teorema del Limite Central,
requiriéndose 30 muestras por granja como minimo, las cuales fueron seleccionadas al
azar y distribuidas en 2 grupos segun etapa productiva: Gorrinos en crecimiento (entre

60 y 119 dias) y en acabado (entre 120 y 154 dias).

3.3.Materiales

3.3.1.1. Materiales empleados para el muestreo
® (ajas de tecknopor.
e Tubos vacutainer.
® Agujas vacutainer.

e Soporte (Holder).
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e (Conservadores de temperatura.
e Algodon.
e Alcohol.

3.3.1.2.  Equiposy Materiales de Laboratorio
e Soporte de viales.
e Qradillas.
e Pipetas monocanales y multicanales.
e Tips.
e Viales eppendorf.
e Agua desionizada o destilada.
e Centrifuga.
e Congeladora (-20°C)
e Espectrofotometro.

e Kit ELISA CHEKIT-APP-ApxIV.

3.4.Recoleccion de muestras

Las muestras de sangre se tomaron mediante puncion de la vena cava anterior,
recolectando un volumen de 2 a 3 ml. utilizando el sistema vacutainer. Las muestras
fueron rotuladas y trasladadas al Laboratorio de Bacteriologia de la FMV-UNMSM. El
suero se obtuvo por centrifugacion a 3500 RPM por 5 minutos, fue trasladado a viales y

conservado a -20°C hasta ser analizado.

3.5.Procesamiento de las muestras

Los sueros fueron analizados con el kit de ensayo inmunoenzimdtico (ELISA)
CHEKIT-APP-ApxIV. Este Kit de ELISA indirecto detecta anticuerpos frente a la
toxina ApxIV especifica de A. pleuropneumoniae y producida por todos los serotipos
con una sensibilidad del 95% y una especificidad del 99% (IDEXX), donde la
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intensidad del color desarrollado (reaccion Ag-Ac) es directamente proporcional a la

cantidad de anticuerpos especificos frente a la toxina ApxIV en la muestra.

3.5.1.1. Procedimiento del analisis

3.5.1.1.1.Reactivos

® Placas de microtitulacion tapizadas con el antigeno ApxIV
recombinante.

e (Conjugado antiporcino IgG-PO, unido a peroxidasa.

e Control positivo a A. pleuropnuemoniae. Suero porcino reactivo
frente a la toxina ApxIV, con un 0.1% de azida sddica como

conservante.

e Control negativo a A. pleuropnuemoniae. Suero porcino no reactivo
frente a la toxina ApxIV, con un 0.1% de azida sédica como

conservante.
e Diluyente de las muestras.
® Solucion de lavado concentrada (10X)
® Substrato TMB cromdégeno.

® Solucidn de frenado TMB.

3.5.1.1.2. Preparacion de los reactivos y muestras

Se diluy6 la solucién de lavado concentrada 10X a 1:10 con agua

destilada.

3.5.1.1.3. Distribucion e incubacion de las muestras y controles

Se dispensd 90 ul del diluyente de muestras en los pocillos de la
placa, luego se dispensé 10 ul del control positivo en cada uno de los dos
primeros pocillos y 10 ul del control negativo en cada uno de los

siguientes dos pocillos; 10 ul de las muestras fueron dispensadas en los
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pocillos restantes. Se homogenizé el contenido de los pocillos mediante
una suave y breve agitacion de la placa y se incub¢ la placa durante 60
minutos a 37 °C en una camara himeda. Después de la incubacion, se
vaciaron los pocillos agitandolos enérgicamente, se lavo cada pocillo con
300 ul de solucion de lavado, de 2 a 3 veces. Luego se vaciaron y
golpearon enérgicamente las placas contra un papel absorbente para

eliminar el contenido liquido.

3.5.1.1.4. Adicidn e incubacién del conjugado

Realizado el lavado se dispensd 100 ul del conjugado en cada pocillo
y se incub6 nuevamente la placa por 60 minutos a 37 °C en una cdmara
himeda. Pasado los 60 minutos de incubacion, se realizo el segundo

lavado de la placa como se describid en el paso anterior.

3.5.1.1.5. Adicion e incubacidn del sustrato

Se dispensd 100 ul de solucion substrato TMB en cada pocillo, luego

se incubd la placa por 15 minutos a temperatura ambiente.

3.5.1.1.6. Adicion de la solucidn de frenado

Luego se dispensé 100 ul de solucion de frenado TMB en cada
pocillo, siguiendo el mismo orden que la dispensacion del substrato

cromogeno.

3.5.1.1.7. Lectura y calculo de los resultados

La placa fue leida en un lector de microplacas (Bio-tek ELx800) a una
longitud de onda de 450 nm. Obtenidos los valores de densidad dptica
(DO) se calcularon los resultados de las muestras. La lectura se valido,

puesto que el valor de DO para el control positivo fue menor a 2.0 y para
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el control negativo menor a 0.5, ademas la diferencia de valores entre el
control positivo y negativo fue mayor igual a 0.3, tal como lo requiere el
kit. La DO del control positivo y de las muestras fueron corregidas

restandoles el valor de la DO del control negativo:

e Correccion de la DO del control positivo

DO pos —DO neg

e Correccion de la DO de la muestra

DO muestra — DO neg

El valor de cada muestra se calculd en relacion al control positivo y

negativo con la siguiente formula:

Valor (%) = (DO muestra — DO neg/DO pos — DO neg) x 100 %

3.5.1.1.8. Interpretacion de los resultados

La muestras con un valor menor a 30 % fueron consideradas
negativas, cuando el valor de las muestras oscilaba entre el 30 y 40 % se
consideraban sospechosas y por ultimo se consideraron positivas a las

muestras cuyo valor superaba el 40 %.

3.6.Analisis estadistico

Se determino la frecuencia de muestras seropositivas a A. pleuropneumoniae del total
de muestras y segin las variables: zona y etapa productiva. Para el anélisis de la
asociacion de las variables zona y etapa reproductiva y la frecuencia de muestras
seropositivas a A. pleuropneumoniae se utilizo el paquete estadistico SPSS, aplicandose

la prueba de Chi cuadrado.
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IV.RESULTADOS

La técnica de ELISA indirecta detectd anticuerpos contra la toxina ApxIV de A.

pleuropneumoniae en un 23.7 % de los animales muestreados (71/300) (Cuadro 1y 2).

La mayor frecuencia de animales seropositivos se encontrd en el departamento de Ica
con un 60 % (18/30) (Cuadro 1). El anélisis de la frecuencia de animales seropositivos a
Actinobacillus pleuropneumoniae y la zona de procedencia, revel6 la existencia de una

asociacion estadistica significativa entre las dos variables (p < 0.05).

El mayor porcentaje de animales seropositivos a Actinobacillus pleuropneumoniae se
presentd en la etapa de crecimiento con un 28.5 % (55/193) (Cuadro 2). Se encontrd un
asociacion estadistica significativa (p < 0.05) entre las variables etapa productiva y

frecuencia de animales seropositivos.

Cuadro 1: Porcentaje de muestras seropositivas a Actinobacillus pleuropneumoniae
segun zonas.

ANIMALES ANIMALES

ZONAS MUESTREADOS POSITIVOS FRECUENCIA (%)

Lima Norte 120 25 20.8
Lima Sur 30 5 16.7
Lima Este 30 1 33
Lima Oeste 30 10 333
Ica 30 18 60.0

La Libertad 30 2 6.7
Arequipa 30 10 333
TOTAL 300 71 23.7
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Cuadro 2: Porcentaje de muestras seropositivas a Actinobacillus pleuropneumoniae
seguin etapa productiva.

ETAPA ANIMALES ANIMALES
PRODUCTIVA MUESTREADOS POSITIVOs HRECUENCIA (%)
Crecimiento 193 55 28.5
Acabado 107 16 15.0
TOTAL 300 71 23.7

Cuadro 3: Porcentaje de muestras seropositivas a Actinobacillus pleuropneumoniae
por la técnica de ELISA indirecta, en las diez granjas muestreadas. (n=
30 animales por granja)

ANIMALES

ZONA GRANJA POSITIVOS FRECUENCIA (%)
Lima Norte 1 13 43.3
2 1 33
3 10 333
4 1 33
Lima Sur 5 5 16.7
Lima Este 6 1 33
Lima Oeste 7 10 33.3
Ica 8 18 60.0
La Libertad 9 2 6.7
Arequipa 10 10 33.3
TOTAL 71 23.7

Cuadro 4: Porcentaje de muestras seropositivas a Actinobacillus pleuropneumoniae
segln zona y etapa productiva.

CRECIMIENTO ACABADO

ZONA Animales Animales Frecuencia Animales Animales Frecuencia
muestrados positivos (%) muestrados positivos (%)
Lima Norte 79 22 27.8 41 3 7.3
Lima Sur 15 4 26.7 15 1 6.7
Lima Este 14 1 7.1 16 0 0.0
Lima Oeste 24 5 20.8 6 5 83.3
Ica 17 17 100.0 13 1 7.7
La Libertad 22 0 0.0 8 2 25.0
Arequipa 22 6 27.3 8 4 50.0
TOTAL 193 55 28.5 107 16 15.0
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Cuadro 5: Porcentaje de muestras seropositivas a Actinobacillus pleuropneumoniae
segun la edad de los animales.

ETAPA EDAD EN ANIMALES ANIMALES FRECUENCIA
PRODUCTIVA  SEMANAS MUESTREADOS POSITIVOS (%)
9 44 22 50.0
10 21 4 19.0
11 14 1 7.1
12 34 12 35.3
CRECIMIENTO 13 25 3 12.0
14 16 3 18.8
15 17 5 294
16 8 3 37.5
17 14 2 14.3
18 46 5 10.9
19 6 5 83.3
ACABADO 20 25 2 8.0
21 14 0 0.0
22 16 4 25.0
TOTAL 300 71 23.7
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IV. DISCUSION

Los resultados del Cuadro 1 y Cuadro 2 muestran una frecuencia de animales
seropositivos del 23.7 %. Un estudio previo detectdé un 76.5% de seropositividad en
porcinos beneficiados en un camal de Lima (Castillo, 1996). El menor porcentaje de
animales seropositivos encontrado en el presente estudio comparado con los hallazgos
de Castillo (1996), podria deberse a la diferencia entre los disefios de monitoreo
usados, ya que, los animales muestreados en este estudio fueron de edades diferentes y
sin signos de enfermedad respiratoria a diferencia del estudio realizado por Castillo
(1996), donde la muestra de sangre fue obtenida al momento del beneficio de porcinos

de 4 a 7 meses de edad , que presentaban lesiones de enfermedad respiratoria.

Estudios realizados en otros paises han reportado valores superiores al encontrado en
este estudio, Brasil con un 48.3% (Moreno et al., 1999), México con un 96.6%
(Moguel, 1997) y 100% (Alvarez et al., 2004), EE.UU con un 32.1 % (Schultz et al.,
1982) y Turquia (Metiner y Ak, 2007) con un 67.2 %. En Suiza, Nussbaumer et al.
(2006), detectaron cerca del 40% de granjas comerciales positivas a A.

pleuropneumoniae utilizando la prueba de ELISA ApxIV.

Tenemos que considerar que la prueba de ELISA usada en este estudio detecta
anticuerpos contra la toxina ApxIV, la cual, es exclusiva de A. pleuropneumoniae, es
producida por todos los serotipos y soélo durante una infeccion activa, lo que
significaria, que los animales detectados positivos con esta prueba estarian infectados

con A. pleuropneumoniae.
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La prueba de ELISA ApxIV tiene la ventaja de no producir reacciones cruzadas con
otras especies bacterianas que producen toxinas y proteinas similares, como E. coli
hemolitica, A. suis y H. parasuis (Medrano, 2003; Gottschalk, 2004), lo que, podria
explicar en parte el menor porcentaje encontrado en este estudio comparado con el
estudio de Castillo (1996), asi como, con los resultados obtenidos por otros autores
( Moguel, 1997; Moreno et al.,1999; Alvarez et al., 2004; Schultz et al., 1982 y Metiner
y Ak, 2007), quienes utilizaron pruebas distintas a la usada en este estudio. Sin
embargo, mas importante que lo referido a las caracteristicas de las pruebas usadas, es
la propia dinamica de la infeccioén, que depende, del distinto manejo de los animales y

de la introduccidn de porcinos con infeccion subclinica en cada granja.

Se sabe que la presencia de infeccion por A. pleruropneumoniae esta asociada a
granjas porcinas con sistemas de crianza intensiva, esto coincide con los resultados
encontrados en este estudio, ya que, las diez granjas porcinas de crianza intensiva

muestreadas, resultaron positivas a la infeccion (Cuadro 3).

A medida que los sistemas de produccion porcina se intensifican, las granjas
aumentan la densidad de animales por corral e incrementan el ingreso de animales de
reemplazo. Generalmente, las granjas porcinas comerciales no realizan pruebas
diagnosticas para el descarte de A. pleuropneumoniae en los animales de reemplazo, y
teniendo en cuenta que la introduccion de marranas de reemplazo portadoras de A.
pleuropneumoniae es uno de los puntos claves en la introduccion del agente a una
granja (Wongnarkpet et al., 1999), junto con la deteccion del agente en estudios previos
realizados en granjas del departamento de Lima ( Castillo, 1996 y Calle, comunicacién
personal), el hecho de haber encontrado animales seropositivos en las granjas

muestreadas era algo esperado.

Como se puede observar en el Cuadro 1, la granja de la zona de Ica mostr6 el mayor
porcentaje de seropositividad con un 60 %. Todas las granjas porcinas de crianza
intensiva realizan un manejo similar de los animales. Sin embargo, en granjas
multisitios, como el caso de la granja de Ica, las practicas de manejo incluyen una
mayor mezcla de los animales, debido al traslado y movimiento de éstos de un sitio a

otro, asi como, a la reagrupacion que se realiza segin edad, peso o tamafio en las etapas
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de recria, crecimiento y acabado. Se sugiere que este tipo de manejo permite un mayor
contacto directo entre animales infectados y susceptibles, aumentando el riesgo de
infeccion, lo cual podria explicar el mayor porcentaje de animales seropositivos
encontrados en esta granja, a pesar que en este tipo de granjas el sistema multisitios

implica un mayor nivel de bioseguridad.

Garcia (2007), detect6 la infeccion con A. pleuropneumoniae en un 94.1% de madres
provenientes de una granja en el departamento de Ica, sugiriendo que los lechones
podrian infectarse durante la etapa de lactacion. En consecuencia, al realizar un
agrupamiento de estos animales en la etapa de recria, se facilitaria la transmisioén del
agente de los animales infectados a los susceptibles. Vigre et al. (2002), demostraron
que la seroconversion ocurre entre las 2 a 4 semanas post infeccion, segun esto, los
animales que se infecten en la etapa de recria (4 a 7 semanas de edad) comenzarian a

presentar anticuerpos entre las 6 y 8 semanas de edad.

En base a la informacion anteriormente descrita y a lo hallado por Haesebrouck et al.
(1997), quienes sefalaron que el nivel maximo de anticuerpos se daba entre las 3 a 4
semanas post infeccion pudiendo perdurar estos anticuerpos por varios meses,
esperariamos encontrar altos niveles de anticuerpos, debida a una infeccion, en los
animales en la etapa de crecimiento. Lo que explicaria los resultados del Cuadro 2,
donde podemos observar que un 28.5 % de los animales de la etapa de crecimiento (9 a
17 semanas de edad) fueron seropositivos a diferencia de lo hallado en la etapa de

acabado, donde solamente el 15 % de los animales presentaron anticuerpos.

Para poder explicar el menor porcentaje de animales positivos encontrado en los
animales de acabado (18 a 22 semanas de edad) tenemos que considerar que la
seroconversion a A. pleuropneumoniae depende del momento en que se de la infeccion,
que a su vez, estd sujeto al comportamiento del agente en cada granja y al manejo que
realice ésta. Debido a esto, podemos encontrar variaciones en el momento de

seroconversion en animales de diferentes edades.

A las 9 semanas de edad un 50 % de los animales presentaron anticuerpos contra A.

pleuropneumoniae manteniéndose la seropositividad en un menor porcentaje hasta el
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final de la etapa de crecimiento (Cuadro 5). Debido a que los anticuerpos de origen
maternal pueden perdurar en algunos casos hasta por 12 semanas, asi como, al disefio
del estudio y a la prueba de ELISA usada, se nos hace dificil diferenciar los anticuerpos
de origen maternal de los de una infeccion, por lo cual, no podemos afirmar que este 50
% de seropositividad sea en su totalidad debida a una infeccion activa. En todo caso,
podriamos estar frente a una fuerte transferencia de la inmunidad pasiva que equivaldria
a una presumible circulacion de la bacteria en el hato reproductor, que concordaria con

lo encontrado por Garcia (2007), quien detect6 la infeccion en las madres.

Pese a esto, basandonos en un estudio realizado por Haesebrouck et al. (1997), donde
encontraron que la proteccion proporcionada por los anticuerpos maternales no supera
las 3 semanas, asi como, en que la prueba de ELISA usada detecta generalmente
anticuerpos a partir de las 3 semanas postinfeccion (Dreyfus et al., 2004), y por ultimo,
en el estudio efectuado por Chiers et al. (2002), en ¢l cual los autores determinaron que
los animales se tornan susceptibles a la infeccion a partir de las 8 semanas de vida.
Podemos sugerir que la seropositividad encontrada a partir de las 9 semanas de edad

puede ser consecuencia de una probable infeccion activa.

Cabe senalar, que tanto los animales de la etapa de crecimiento de la granja de La
Libertad como los animales de la etapa de acabado de la granja de la zona Este de Lima
no seroconvirtieron (Cuadro 4), lo que no indica que la infeccidon no esté presente en la
granja, sino que posiblemente estos animales sean portadores de la bacteria o que no
estén infectados. Los animales que se hicieron portadores a nivel nasal y/o tonsilar de A.
pleuropneumoniae sin una infeccion previa podrian no mostrar anticuerpos contra la
toxina ApxIV (Schaller et al., 1999), por lo tanto, estos animales no serian detectados

por la prueba de ELISA usada.

Los resultados confirman la presencia de la infeccion con A. pleuropneumoniae no
solo en granjas porcinas a nivel de Lima, sino también en otros departamentos del Peru.
Es importante tener en cuenta que las infecciones subclinicas pueden pasar
desapercibidas durante afios en las explotaciones infectadas y que, este proceso se debe

a distintos factores inherentes al agente, entre los cuales, la patogenicidad diferencial de
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los distintos serotipos juega un rol fundamental, asi como, las condiciones de manejo de

las explotaciones y el desarrollo de la inmunidad poblacional.
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V. CONCLUSIONES

e El 23.7 % (71/300) del total de animales muestreados presentaron anticuerpos

contra la toxina ApxIV de A. pleuropneumoniae.

e Todas las granjas de las siete zonas muestreadas fueron seropositivas a A.
pleuropneumoniae. El mayor porcentaje de seropositividad se presentd en la zona

de Ica con un 60 %.

e Segln la etapa de produccion de los animales, se encontré un 28.5 % de
animales seropositivos en la etapa de crecimiento y un 15 % en la etapa de
acabado, pudiéndose concluir que la etapa de crecimiento es la de mayor riesgo de
infeccion, existiendo en las dos etapas productivas circulacion de A.

pleuropneumoniae.
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