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RESUMEN

Deteccion molecular de Actinobacillus pleuropneumoniae en cerdos

de granjas porcicolas del estado de Aguascalientes

Molecular detection of Actinobacillus pleuropneumoniae in pigs of

porcine farms of the state of Aguascalientes

Morfin Mata, Marcela; Guerrero Barrera, Alma Lilian; Quezada Tristan,

Teoddulo; Valdivia Flores, Arturo.

En los sistemas de produccion del ganado porcino se encuentran
agentes patégenos que afectan directamente a los parametros productivos
teniendo un impacto econdémico (Choi et al., 2003). Dentro de estas
afecciones se encuentran las enfermedades del complejo respiratorio que ha
sido identificado como el principal sindrome que ocasiona mermas a la
produccion de ganado porcino en explotaciones comerciales (Cho et al.,
2006). Este complejo se encuentra asociado con varios agentes etiol6gicos
presentandose constantemente en las granjas. El objetivo de éste estudio fue
realizar la deteccion de Actinobacillus pleuropneumoniae, en muestras de
sangre completa de cerdos en granjas porcicolas del estado de
Aguascalientes, mediante la metodologia de la Reaccion en cadena de la
Polimerasa usando oligonucleétidos especificos. Se tomaron 180 muestras
de sangre completa de cerdos en 12 granjas del estado de Aguascalientes.
En los resultados obtenidos se observdé que A. pleuropneumoniae esta
presente en sangre de cerdo en el 100% de las granjas; lo que sugiere, que
los cerdos actian como portadores sanos; por lo tanto el problema
respiratorio causado por A. pleuropneumoniae es considerado un problema
endémico (Hernandez et al., 2002).

Palabras clave: Actinobacillus pleuropneumoniae, PCR, cerdos.
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ABSTRACT

Molecular detection of Actinobacillus pleuropneumoniae in pigs of

porcine farms of the state of Aguascalientes

In the production systems of the pig herds are pathogenic agents that
they directly affect the productive parameters having an economic impact
(Choai et al., 2003). Within these affections are the diseases of the respiratory
complex that has been identified like the main syndrome that causes
decreases to the production of pig herds in commercial operations (Cho et al.,
2006). This complex is associated with several etiological agents constantly

appearing in the farms.

The objective of this study was to realize the detection of
Actinobacillus pleuropneumoniae, in complete blood samples of pigs in porcin
farms of the state of Aguascalientes, doing specific the methodology of the
oligonucleotidos Chain reaction of the Polymerase. 180 complete blood
samples were taken from pigs in 12 farms of the state of Aguascalientes. In
the obtained results it was observed that A. pleuropneumoniae is present in
blood of pig in the 100% of the farms; reason why it is suggested, that the
pigs act like healthy carriers; therefore the respiratory problem caused by A.

pleuropneumoniae considers an endemic problem (Hernandez et al., 2002).

Word keys: Actinobacillus pleuropneumoniae, PCR, pigs.
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1. INTRODUCCION

La industria porcicola es la tercera en importancia dentro del sub-
sector pecuario en el estado de Aguascalientes (German et al., 2005),
ademas se ha convertido en un centro de acopio para cerdos provenientes
de diferentes partes del pais. Desde el punto de vista epidemiol6gico esto
ocasiona que continuamente se mezclen dentro de las granjas cerdos de
muy diverso origen; razon por la cual, se pueden encontrar diversos agentes
patdgenos causantes de enfermedades respiratorias; provocando como
consecuencia un aumento en la morbilidad, mortalidad asi como un aumento
en la conversion alimenticia de los cerdos (Mondaca et al., 2006). Ademas de
pérdidas econdmicas considerables para los productores, pues puede llegar

a afectar la capacidad reproductiva de los animales.

Datos de PigMon, un programa de monitoreo utilizado en Minnesota
que evalla lesiones en matadero de cientos de granjas del medio-oeste
americano, indican que un 97% de las granjas son afectadas con neumonia,
con mas de un 70% de los animales muestreados presentando lesiones
(Davies et al., 1993). Dada la importancia de las enfermedades respiratorias
que afectan al cerdo, se han implementado varias pruebas diagnésticas,
dentro de las cuales, se encuentra la Reaccion en Cadena de la Polimerasa
(PCR, por sus siglas en inglés Polymerase Chain Reaction) que consiste en
amplificar rapidamente el ADN, ademas de ser una técnica muy sensible y
especifica, ofreciendo ventajas sobre técnicas de diagnostico tradicionales
(Torremorell et al., 2006).



El presente proyecto propone determinar la presencia de
Actinobacillus pleuropneumoniae en 12 granjas porcicolas del estado de
Aguascalientes, utilizando métodos moleculares, para detectar con mayor
sensibilidad y especificidad (Altcheh et al., 2005; Liu et al., 2007); ya que
hasta la fecha no existe un estudio formal. Como el propdésito del presente
trabajo es detectar a lo largo de un afio y medio la presencia de A.
plueropneumoniae, nos interesa no subestimar los patdgenos presentes en

las granjas porcicolas, por lo tanto elegimos el diagnostico molecular por
PCR.



2. REVISION DE LITERATURA

2.1. LA PORCICULTURA EN MEXICO

La porcicultura en México es una de las principales actividades
econdémicas del sub-sector pecuario. El consumo de carne de cerdo ocupa el
tercer lugar a nivel nacional (German et al., 2005). La poblacién porcina en
México es de aproximadamente 15128,085 animales, de los cuales se
calcula que alrededor del 60% son cerdos de granja, criados en condiciones
altamente tecnificadas de confinamiento estricto, en espacios reducidos y sin

ningun contacto con la tierra, aguas fluviales o estancadas.

De acuerdo a estadisticas reportadas por el INEGI (Instituto Nacional
de Estadistica, Geografia e Informatica, 2005), el cerdo es el animal que mas
se sacrifica en los rastros estatales (CUADRO 1), esto sin contar aquellos
datos no registrados debido al sacrificio ilegal o al realizado en el ambito
familiar. En toneladas de carne en canal, el ganado porcino sacrificado
representa aproximadamente el 30% de la produccién total de carne en los
rastros estatales del pais (CUADRO 2). El ingreso nacional por esta
produccién en 2005 fue de $8 422 655 000.00 (ocho mil cuatrocientos
veintidos millones seiscientos cincuenta y cinco mil pesos MN), (CUADRO 3).
Los estados que producen mayor cantidad de porcinos, con su porcentaje
correspondiente sobre la produccidén nacional, se muestran en el CUADRO
4.



CUADRO 1. Ganado sacrificado a nivel nacional del periodo del 2000 al
2005 (Numero de cabezas). Fuente: (INEGI, 2005) (formato modificado).

CONCEPTO| 2000 2001 2002 2003 2004 2005
GANADO

SORGING | 4 887316 | 5110724 | 5118075 | 5 082637 | 4 808893 | 4 707199
Ganado

oanee 3018923 | 3086651 | 2 942270 | 3 084837 | 3 100150 | 2 747560
OG\f‘irr‘]f‘)do 169025 | 160064 | 165981 | 187 325 | 193 414 | 212 329
CG;;r?r?g 410417 | 393672 | 378329 | 304817 | 222327 | 175914

CUADRO 2. Produccion de carne en canal a nivel nacional (en toneladas) del
periodo del 2000 al 2005. (Estructura porcentual). Fuente: (INEGI, 2005)
(formato modificado).

2000 2001 2002 2003 2004 2005
TOTAL 947 829 | 988632 [ 979421 | 1024033 | 1 000 638 | 923 546
(100%) | (100%) | (100%) | (100%) (100%) (100%)
GANADO | 339801 | 354531 | 362224 | 353143 324 748 | 307 640
PORCINO | (35.9%) | (35.9%) | (36.9%) | (34.5%) (32.4%) | (33.3%)
Ganado 598 734 | 625179 | 606 909 | 661 696 668 099 | 608 388
bovino (63.2%) | (63.2%) | (61.9%) | (64.6%) (66.8%) | (65.9%)
Ganado 3077 2 875 3067 3621 4016 4 389
ovino (0.32%) | (0.29%) | (0.31%) | (0.35%) (0.40%) | (0.48%)
Ganado 6217 6 047 7221 5573 BREH 3129
caprino (0.66%) | (0.61%) | (0.74%) | (0.54%) (0.38%) | (0.34%)




CUADRO 3. GANADO PORCINO. Valores en miles de pesos a precios
corrientes en el aflo 2005. (Estructura porcentual de acuerdo al valor de la
produccion de carne en canal). Formato modificado (INEGI, 2005).

ENTIDAD
FEDERATIVA 2005
8 422 655
TOTAL (100%)
Jalisco 1448 236
(17.2%)
L 1283 663
Estado de México (15.296)

: 595 618
Guanajuato (7.1%)
Michoacan 6(3;56(3 /Z)O

478 359
Puebla (5.7%)

. 472 132
Yucatan (5.6%)
Veracruz R4 S3g

(5.2%)

Querétaro gz 17g

(3.2%)

Guerrero 2(2442 /?)0

AGUASCALIENTES 2(2123?)4
2238814

Otros (26.6%)

Aguascalientes ocupa el 10° lugar en la produccion de porcinos,
aportando el 3.07% de la produccién nacional (CUADRO 4).



CUADRO 4. GANADO PORCINO. Estructura porcentual de acuerdo a
toneladas de carne en canal producidas en el afio 2005. (Principales estados
productores). Formato modificado (INEGI, 2005).

TOTAL 100.00
Jalisco 16.9
Estado de México 155
Guanajuato 8.3
Michoacan 6.9
Puebla 5.8
Yucatan 5.6
Veracruz 5.2
Querétaro 3.5
Guerrero 3.1
AGUASCALIENTES 3.1
Otros 26.1




En Aguascalientes, durante el afio de 2005 se sacrificaron 145 567

cerdos, representando el 50.23% de la produccién de toneladas de carne en
canal en los rastros estatales (INEGI, 2005) (Ver CUADRO 5 vy 6

respectivamente),

que significaron un

ingreso de $271 846 000.00

(doscientos setenta y un millones ochocientos cuarenta y seis mil pesos MN)
(Ver CUADRO 7).

CUADRO 5. Ganado sacrificado en el estado de Aguascalientes en el
periodo del 2000 al 2005. (Numero de cabezas). Fuente: (INEGI, 2005)
(formato modificado).

2000 | 2001 | 2002 | 2003 | 2004 | 2005
GANADO

ey | 132708 | 146779 | 155507 | 158390 | 144 471 | 145 567
Ganado 51871 | 51588 | 44115 | 48290 | 43534 | 37 080
bovino

Ganado 8374 | 7547 | 9437 | 9503 | 10159 | 17441
ovino

Ganado 19402 | 16446 | 14504 | 15522 | 16599 | 6591
caprino

CUADRO 6. Produccion de carne en canal
porcentual). Fuente: (INEGI, 2005) (formato modificado).

(en toneladas) (Estructura

2000 2001 2002 2003 2004 2005
TOTAL 19 781 20 763 19 998 21 188 19 631 18 790
(100%) | (100%) | (100%) | (100%) | (100%) | (100%)
GANADO 9 380 10 204 11 019 9 962 9 463 9 437
PORCINO | (47.42%) | (49.14%) | (55.10%) | (47.02%) | (48.20%) | (50.23%)
Ganado 9917 10 141 8 510 10 730 9639 8 826
bovino (50.13%) | (48.84%) | (42.55%) | (50.64%) | (49.10%) | (46.97%)
Ganado 167 147 219 225 239 412
ovino (0.85%) | (0.71%) | (1.10%) | (1.06%) | (1.22%) | (2.19%)
Ganado 317 271 250 271 290 115
caprino (1.60 %) | (1.31%) | (1.25%) | (1.28%) | (1.48%) | (0.61%)




CUADRO 7. Produccion de carne en canal en el periodo del 2000 al 2005.
(Valores en miles de pesos a precios corrientes) (Estructura porcentual).
Fuente: (INEGI, 2005) (formato modificado).

2000 2001 2002 2003 2004 2005

TOTAL 400 857 | 441 265 | 453 974 | 499 393 | 520 150 | 528 379
(100%) | (100%) | (100%) | (100%) | (100%) | (100%)

GANADO 207 212 | 236 249 | 265 367 | 249 876 | 268 834 | 271 864
PORCINO | (51.7%) | (53.5%) | (58.5%) | (50.0%) | (51.7%) | (51.5%)

Ganado 182823 | 195234 | 177 064 | 237 169 | 238 244 | 240 382
bovino (45.6%) | (44.2%) | (39.0%) | (47.5%) | (45.8%) | (45.5%)
Ganado 3855 Bi55i 5526 5755 6 053 12 996
ovino (0.96%) | (0.81%) | (1.2%) | (1.15%) | (1.16%) | (2.5%)
Ganado 6 967 6 231 6 017 6 593 7 019 3137

caprino (1.7%) | (1.4%) | (1.3%) | (1.3%) | (1.4%) | (0.59%)

2.2. ENFERMEDADES RESPIRATORIAS

Debido a que los trastornos respiratorios del cerdo no estan
considerados como enfermedades de declaracién obligatoria, no existen
estadisticas oficiales sobre su presentacion (Brockmeier et al., 2002; Pérez et
al., 2003). El estado sanitario de la piara se puede evaluar al tomar muestras
de todos los animales, lo cual es innecesario ademas de costoso. Debido a
gue la mayoria de las piaras estan infectadas con una prevalencia ente
moderada (>30%) a elevada (=50%) se considera adecuado muestrear entre
cinco y diez cerdos, independientemente del nimero de animales de las
granjas para definir el estado sanitario de la piara (Morilla et al., 1996).
Williams et al., (2000) reporta el 90.3% de pulmones lesionados por
problemas respiratorios en un estudio realizado en Yucatan; también se ha
en Meéxico entre el 30 y 60% de los cerdos que llegan a los rastros,
presentan lesiones a Actinobacillus pleuropneumoniae (Hernandez et al.,
2002).




Estudios preliminares realizados en el laboratorio de Biologia Celular y
Tisular del Centro de Ciencias Basicas de la Universidad Autébnoma de
Aguascalientes, han permitido detectar en el Rastro Municipal de San
Francisco de los Romo, infecciones crénicas recurrentes de A.
pleuropneumoniae, a lo largo del afio (Cornejo, 2006; Prieto, 2006). En dicho
estudio se muestrearon 64 cerdos, de los cuales 40 de estos se les
detectaron lesiones con pleuroneumonia porcina cronica. A 25 de estos
pulmones afectados se les realizé inmunolocalizacion con anticuerpos
especificos, donde fueron aisladas 17 cepas, de las cuales 4 fueron
analizadas y confirmadas por PCR. Estas evidencias sugieren que las
enfermedades respiratorias porcinas tienen una distribucién constante en las
granjas porcicolas del Estado de Aguascalientes. Sin embargo, no existe un
registro de las enfermedades producidas por estos patdégenos en el Estado.
(Bautista et al., 2003 a y b); lo anterior es un requisito para prevenir su

establecimiento en las piaras (Morilla et al., 1996).

Las enfermedades respiratorias del cerdo son comunes en todas las
crianzas porcinas del mundo y consideradas de gran importancia econémica
(Torres, 2000; Choi et al.,, 2003). En su etiologia intervienen diferentes
especies de microorganismos, asociados a factores de estrés, provocados
por condiciones ambientales y de manejo. Dentro de estas afecciones se
encuentran las enfermedades del complejo respiratorio que ha sido
identificado como el principal sindrome que ocasiona mermas a la
produccion de ganado porcino en explotaciones comerciales (Cho et al.,
2006). Este término resulta apropiado, ya que las enfermedades de los
cerdos son en la mayoria de los casos, resultado de combinaciones de
factores ambientales y agentes infecciosos que actian en conjunto,
afectando la funcién respiratoria (lglesias y Trujano, 2000); en términos
generales se cree que las interacciones de gérmenes son producto de la

combinacion de habilidades de los mismos gérmenes, para favorecer su



permanencia y proliferacion en el tracto respiratorio porcino (lglesias y
Trujano, 2000). El complejo respiratorio porcino se encuentra asociado con
varios agentes etiologicos dentro de los que se incluyen: Actinobacillus
pleuropneumoniae, Mycoplasma hyopneumoniae, Haemophilus parasuis,
Bordetella bronchiseptica, Pasteurella multocida, los virus de influenza
porcina, coronavirus, fiebre porcina clasica, enfermedad de Aujezsky, virus
del sindrome respiratorio y reproductivo del cerdo (PRRS) y PCV-2 (Harms et
al., 2002; Opriessnig et al., 2004). Los agentes infecciosos primarios pueden
ser virus o bacterias; los cuales, inician la infeccion en el cerdo en las vias
respiratorias superiores, principalmente por la ruta oronasal, a traves del
epitelio nasal, tonsilar y macrofagos pulmonares. El agente primario penetra
a través de las mucosas y se multiplica en los macréfagos circulantes y
también puede replicarse en el tejido linfoide. Estos agentes infecciosos
producen el dafo de los epitelios presentes en la mucosa oral, en la mucosa
de la trdquea y en el epitelio alveolar (Gilbert, 1997). Ademas provocan la
pérdida de los cilios que se encuentran en la mucosa respiratoria,
favoreciendo tanto el establecimiento de infecciones primarias, como el
establecimiento de infecciones oportunistas (Silin et al., 2001; Cruz et al.,
2003; Pérez et al.,, 2003). Las enfermedades respiratorias de origen
bacteriano  causadas por Mycoplasma hyopneumoniae, Actinobacillus
pleuropneumoniae, y Haemophilus parasuis son de una importancia mayor
en la industria porcicola. Estudios realizados, reportan pérdidas econémicas,
asociadas con el aumento de conversion alimenticia, disminucion en la
ganancia diaria de peso (Rayamajhi et al., 2005; Koyama et al., 2007,
Buettner et al., 2008; Zhou et al.,, 2008), y aumento en la extension de
lesiones pulmonares (Torres et al., 1997; Williams et al., 1998; Williams et al.,
2000), aunado a el incremento en la mortalidad (Alvarez et al., 2004).
Actualmente la productividad en piaras infectadas, es mejorada por el
tratamiento antibiotico y por los programas de vacunacion (Buettner et al.,
2008; Zhou et al., 2008; Hoeltig et al., 2009).
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La permanencia de los patdgenos bacterianos en el tracto respiratorio
de los portadores clinicamente sanos, es de gran importancia en la manera
en que se propaga la infeccion en animales y humanos (Kramer et al., 2006;
Buettner et al., 2008). Un alto numero de patdgenos bacterianos se
presentan como comensales de la flora en el tracto respiratorio alto del
cerdo y en ocasiones éstos microorganismos pueden causar enfermedades
en el animal o infectar a otros predispuestos por sus variantes en su salud y
edad (Maclnnes et al., 2008). Sin embargo. A. pleuropneumoniae no es un
habitante normal del aparato respiratorio del cerdo, su presencia en tejidos
es capaz de causar enfermedad clinica e infecciones fatales. El
microorganismo se encuentra presente en tejidos de animales enfermos o en
cerdos que se recuperan de la infeccion (Hernandez et al.,, 2002). Se ha
demostrado la presencia de A. pleuropneumoniae, en cerdos que actian
como portadores sanos, respaldando el hecho de que la mayoria de las
piaras a nivel mundial estan endémicamente infectadas con A.
pleuropneumoniae y soélo una pequefia proporcidon de granjas presenta

cerdos con la enfermedad clinica (Fenwick y Henry, 1994).

2.3. Actinobacillus pleuropneumoniae (App)
2.3.1. Antecedentes

Actinobacillus pleuropneumoniae es el agente etiologico de la
Pleuroneumonia Porcina (P.P) (Liu et al.,, 2009), su propagacion es
altamente contagiosa y frecuentemente con resultados fatales para los
cerdos, por consiguiente ocasiona grandes pérdidas economicas en la
produccion industrializada del cerdo a nivel mundial (Benga et al., 2009);
Reportandose morbilidad (100%) y mortalidad alta (20-80%), los animales
que sobreviven a la infeccion inicial, frecuentemente se vuelven animales
débiles, de lento crecimiento y tienen lesiones cronicas en pulmon

(Gottschalk y Taylor, 2006; Benga et al., 2009), obteniendo como resultado
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una pobre conversion alimenticia, ocasionando un fuerte gasto en
medicacion y vacunacion. (Buettner et al., 2008; Zhou et al., 2008; Hoeltig et
al., 2009). Sélo los cerdos son susceptibles a App; hasta la fecha no ha sido
aislada de roedores, seres humanos, aves, y no persiste en el medio
ambiente. Sin embargo, se puede producir la enfermedad en ratones al
inocular grandes cantidades de bacterias, por vias intraperitoneal o intranasal
(Enriquez et al., 2003).

2.3.2. Caracteristicas

Es un cocobacilo gramnegativo de la familia de las pasteurelaceas
(Jacques et al., 2005; Rayamajhi et al., 2005; Hedegaard et al., 2007;
Tegetmeyer et al., 2008); pleomorfico, anaerobio facultativo, no esporulado y
capsular, sin motildad aunque en un trabajo reciente se describieron flagelos
y movilidad. Bioguimicamente, es ureasa positiva, capaz de fermentar
manitol, xilosa y ribosa y fermentacién variable de lactosa. En medio artificial
ocurre la transformacion morfolégica de colonia rugosa a lisa. Las colonias
en placas de agar sangre exhiben 13 hemodlisis y han sido identificadas

fimbrias por tincion negativa.

2.3.2.1. Generalidades.  Es una bacteria cuya caracteristica principal
es depender del dinucleotido de nicotina y adenina (NAD) en los aislamientos
(Williams, 2002). Este factor debe ser proporcionado in situ mediante una
estria de cepas nodrizas; para tal fin, se utilizan bacterias del genero
Staphylococcus. El aislamiento inicial de App es con atmdésfera de CO del 5-
7%. Esta bacteria es positiva a la reaccion de CAMP (Prueba de Christie
Atkins-Munch Petersen), que consiste en una reaccion de complementacion
entre una cohemolisina de App con una esfingomielisina de Staphylococcus
aureus. Puede ser clasificada en dos biotipos segun su requerimientos de
dinucleédtido de adenina nicotinamida (NAD). El botipo 1 es dependiente de

este nucledtido, mientras que el biotipo 2, es generalmente independiente
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(MacLean et al., 2004; Rayamajhi et al., 2005; Schuchert et al., 2004). En el
biotipo 1, se han reconocido 12 serotipos; en el biotipo 2 se reconocen los
serotipos 13 y 14. Recientes estudios muestran la identificacion del serotipo
15 que se agrupa dentro del biotipo 1 ya que es dependiente de NAD.
(Rayamajhi et al., 2005; Gottschalk y Taylor, 2006; Koyama et al., 2007).

A. pleuropneumoniae también es capaz de adherirse a las células
bucales epiteliales lo cual puede ser un factor importante en la existencia de

cerdos portadores sanos (Hamer et al., 2004).

2.3.2.2. Adhesion. Se define a la adhesion bacteriana como la
asociacion especifica y relativamente estable entre la célula bacteriana y una
superficie, la que puede ser otra célula o productos celulares. En este
fendmeno participan principalmente dos moléculas: se denomina adhesina a
la molécula o estructura de la superficie que participa en el proceso por parte
de la bacteria y receptor a la parte complementaria en el hospedero o en el
ambiente. La adhesién es indispensable para la bacteria como un paso inicial
para un proceso de colonizacion, tanto para las bacterias de la flora normal
como para las bacterias patégenas, las que originan un proceso infeccioso y
en consecuencia una enfermedad. Para muchas bacterias la adhesion es
también importante para su mantenimiento en los tractos o tejidos, ya que su
capacidad de anclaje evita su eliminacion por los mecanismos propios del
huésped, entre éstos se encuentran la accion de limpieza de fluidos
bioldgicos tales como el moco entérico, la sangre, la orina, asi como el
transporte mucociliar, e incluso la microflora normal previamente establecida.
Los receptores de células animales se encuentran formando parte de la
membrana o de su superficie externa, como las glicoproteinas receptoras
llamadas integrinas. Otras proteinas receptoras son las de matriz extracelular

(MEC) y las presentes en el plasma. Se ha demostrado que la adherencia al
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colageno porcino es mas evidente en los serotipos 1 y 7 (Enriquez et al.,
2004).

2.3.2.3. Epidemiologia. La transmision de la enfermedad de cerdos
portadores sanos o portadores cronicos juega un papel crucial en la
epidemiologia de la enfermedad y representan la principal fuente de infeccion
de cerdos susceptibles (Kramer et al., 2006; Buettner et al., 2008). Gottschalk
y Taylor (2006), reportan su dispersion por contacto directo o a través de
aerosoles. El modo de transmision aéreo no parece ser una manera comuan
de contagio. Desrosier et al., (1984) no fue capaz de demostrar la
transmision de la infeccion por via aérea durante un periodo de 2 meses en
un ensayo en donde cerdos susceptibles fueron mantenidos separados de
animales infectados en forma aguda y mantenidos a 3 metros de distancia de
los enfermos. Torremorell et al., (1997) demostré que la transmision aérea
era posible a un metro de distancia. Sin embargo Kristensen et al., (2004) no
fue capaz de demostrar la transmision a esa distancia, cuando menos del 10
% del aire, era transferido de un area contaminada a un é&rea libre del

patégeno, simulando lo que normalmente ocurre bajo condiciones naturales.

2.3.2.4. Patogénesis y Factores de virulencia. Este patégeno,
coloniza el tracto respiratorio en el huésped y persiste en las tonsilas (sitio
primario de colonizacion) segun Gottschalk y Taylor (2006), ademas del
epitelio sano de los pulmones y lesiones adyacentes (Buettner et al., 2008),

causando la enfermedad de tipo aguda o de tipo crénica (Morilla et al., 2004).

Cuando persiste en pulmones necraoticos, tonsilas y en cavidad nasal
llega a provocar la enfermedad crénica (Jacobsen et al., 2005). El tipo
cronico suele ser muy contagioso, debido a su persistencia en el cerdo y
generalmente resulta en la muerte del animal (Sheehan et al., 2003; Wagner
y Mulks, 2007).
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Las lesiones en el tejido respiratorio son dadas tanto por las toxinas
Apx y otros compuestos (polisacaridos capsulares, proteasas Yy
lipopolisacéridos) (Bandara et al., 2003; Hamer et al., 2004; Rayamajhi et al.,
2005).

Cépsula. Es la responsable de la especificidad del serotipo de App y
se reconocen 12 serotipos del biotipo 1 debido a la presencia del antigeno
capsular. Los fosfatos y el acido carboxilico le confieren una carga negativa.
Las propiedades biolégicas de la capsula son: no tiene actividad toxica, es
inerte, no tiene actividad pirogénica, debido a la carga negativa hay
resistencia a la fagocitosis por neutréfilos, 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 infeccién crénica. La virulencia atribuida a la capsula es variable
entre los diferentes serotipos, pero se requiere la capsula para que la

bacteria sea virulenta.

Lipopolisacarido (LPS). El antigeno serotipo especifico de App son
los lipopolisacaridos de la membrana. El LPS es similar al encontrado en
otras bacterias gramnegativas. La cadena 0 especifica, le confiere las
caracteristicas fenotipicas de cepas lisas, semirrugosas y rugosas. El
antigeno o es el responsable de las reacciones cruzadas entre los serotipos
3,6,y8;y1 9 v11 (Wililams, 2002). Las propiedades biolégicas del LPS
son: tiene actividad de endotoxina, gelifica a los amebocitos del género
Limulus, produce reaccién de Schwartzman, actiia como un pirégeno, induce
la liberacion de mediadores proinflamatorios y estos mediadores activan
varias células, como macrofagos y neutréfilos y juega un papel importante en
la inflamacion aguda. La administracion de LPS de A. pleuropneumoniae a

cerdos induce neumonia no necrosante con infiltracion de neutrofilos.
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Exotoxinas. Las exotoxinas bacterianas son proteinas extracelulares
solubles, que al ser liberadas al medio por el organismo vivo, se activan
bioguimicamente. Se han identificado cuatro tipos de citotoxinas en App, las
cuales son llamadas toxinas Apx, que pertenecen a la familia de las toxinas
RTX formadoras de poros (Enriquez et al., 2003; Rayamajhi et al., 2005). La
mayoria de los serotipos traen consigo ya sea Apx | y Apx Il, o el Apx Il y Apx
Ill, ademas todos los serotipos traen el Apx IV (Gottschalk y Taylor, 2006).
Las toxinas Apx son el principal factor de virulencia y en su ausencia la cepa
de App es avirulenta (Enriquez et al., 2003), son altamente inmunogénicas,
por lo tanto inducen una respuesta fuerte de anticuerpos en animales
infectados con A. pleuropneumoniae. Apx |, Apx Il y Apx lll, son también
secretadas por otras especies de Actinobacillus tales como A. rossii, A. suis,
y reportado como no patogénico A. porcitonsillarum, que puede inducir
anticuerpos contra éstas toxinas en cerdos (Schaller et al., 2000; Gottschalk
et al., 2003; Rayamajhi et al., 2005).

Apx |: Proteina de 105 kDa, fuertemente hemolitica y fuertemente
citotoxica. Es codificada por el operon apxl, que tiene 4 genes: apxIC
(activador), apxIA (pretoxina) yapxIB y apxID (aparato de secrecién). La
proteina Apxl la producen los serotipos 1, 5a, 5b, 9, 10y 11 y por lo tanto son

los méas virulentos.

Apx Il Proteina de 103-105 kDa, débilmente hemolitica y
moderadamente citotoxica, es codificada por el operén apxll y consiste de 2
genes: apxIIC y apxllA, utiliza los productos de los genes apxIB y apxID para
secretarse, la producen todos los serotipos excepto el 10. Se ha reportado
gue los serotipos que tienen el Apx | y Apx Il (Serotipos 1,5,9 y 11) son mas
virulentos que los otros serotipos (Gottschalk y Taylor, 2006). Bei et

al.,(2005) desarrollaron una mutante avirulenta de A. pleuropneumoniae
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serotipo 7 que expresaba la toxina Apx Il inactivada. Dicha mutante produjo
100 % de inmunidad protectora contra el desafio homologo con el serotipo 7
y proteccion parcial (70 %) contra el desafio heter6logo con cepas de
serotipo 1 y 3. Mutantes de A. pleuropneumoniae que carecen de Apx | y de
Apx Il fueron incapaces de inducir las lesiones caracteristicas de la
enfermedad, lo que sugiere que ambas toxinas son esenciales en la

patogénesis de la pleuroneumonia (Boekema et al., 2004).

Apx lll: Proteina de 120 kDa, es no hemolitica y fuertemente
citotoxica, codificada por el operén apxlll y contiene 4 genes: apxllC,

apxIlA, apxIlIB y apxIlID. Apx Il la producen los serotipos 2, 3,4, 6y 8.

Apx IV: Proteina de 202 kDa, con actividad hemolitica débil; es
especifico para el A. pleuropneumoniae, y ésta expresado en todos los
serotipos (Rayamajhi et al., 2005; Liu et al., 2009). Los métodos moleculares
como la amplificacion de los genes del Apx IV y la secuencia del 16 S
ribosomal del ADN han sido reportados como una alternativa confiable del
método para clasificar A. pleuropneumoniae  (Jessing et al., 2003;
Sthitmatee, 2003; da Costa et al.,, 2004); tienen actividad citotéxica y la
producen todos los serotipos, ademas de que son especificas del serotipo
(Cho y Chae, 2001; Enriquez et al., 2003). La actividad hemolitica de estas
proteinas es probablemente la responsable de las lesiones iniciales de la PP,

caracterizadas por ser hemorragicas y necrosantes.

Proteasas. Las proteasas de microorganismos son factores de
virulencia, ya que hidrolizan componentes proteicos del huésped y facilitan
su invasion. App secreta enzimas proteoliticas hacia el medio de cultivo y
éstas tienen actividad sobre varios substratos como son la gelatina,
hemoglobina 19A porcina; Las proteasas son probablemente inactivas

cuando estan dentro de la célula y se activan cuando se secretan,
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deduciéndose que podria facilitar la invasion de la bacteria a las mucosas del
tracto respiratorio del cerdo. Las proteasas de esta bacteria patbgena son
metaloproteasas neutras y se proponen como un factor de virulencia, ya que
pueden facilitar la colonizacion de este microorganismo. Una proteasa de alto
peso molecular fue purificada de sobrenadantes de cultivo y caracterizada
bioquimicamente. Anticuerpos contra esta proteasa reconocen a todos los

serotipos de App. (Enriquez et al., 2003).

Proteinas de membrana externa (PME). Se han identificado varias
PME en App Yy todos los serotipos contienen varias proteinas comunes,
incluyendo una lipoproteina asociada al peptidoglicano llamada PalA, una
proteina modificable por calor, ademas de una de 48 kDa que no esta
presente en otras especies gram-negativas, relacionada con la patogénesis
del tracto respiratorio del cerdo. Las PME son importantes en la regulacion
de proteinas de superficie en respuesta a las condiciones de crecimiento en
el medio ambiente y se ha determinado su participacion como receptores
para elementos indispensables para su crecimiento, ademas de que estas
proteinas son capaces de inducir cierta respuesta inmune. Archambault et
al., (2003) demostraron la existencia de proteinas de membrana que se unen
a la Hemoglobina del cerdo lo cual sugiere que podrian ser un mecanismo de
captura de hierro para la supervivencia de la bacteria in vivo; la lactoferrina,
la transferrina y la hemoglobina son moléculas con alta afinidad por el hierro
que reducen la disponibilidad de este mineral para patégenos potenciales. La
capacidad para captar hierro de estas moléculas ha sido demostrada en las
cepas patogenas de A. pleuropneumoniae a través de ciertas proteinas de

membrana que son expresadas in vivo (Beddek et al., 2004).
Adhesinas. Se ha descrito que el LPS es una adhesina importante

para el anclaje de la bacteria y se han propuesto algunos receptores

posibles. Si bien se ha demostrado la presencia de fimbrias tipo IV que estan
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localizadas en la superficie de las cepas de App, su papel en la adhesion no
ha sido establecido, pero se piensa que funcionan en la adhesion a las
células del hospedero como sucede en otras bacterias gram-negativas
(Enriquez et al., 2003).

Fimbrias. La presencia de fimbrias también debe jugar un papel en la
adherencia de la bacteria las superficies mucosas; poseen una proteina de
17-kd, que reacciona en forma cruzada con la fimbria tipo IV de M. bovis. La
regulacion genética asociada con la expresion de las fimbrias ha sido
evaluada (Boekema et al., 2004). La expresion de dichos genes ha sido
demostrada después que la bacteria entra en contacto con células epiteliales

in vivo después de la inoculacién experimental por via endobronquial.

2.3.2.5. Signos clinicos. Los signos clinicos varian con el estado
inmune de los animales, las condiciones ambientales, el grado de exposicion
al agente infeccioso y la cepa de la que se trate (Maes et al., 2001). La
enfermedad puede presentase en cerdos de todas las edades, pero son los
animales en crecimiento y cebo, entre los 2 y 6 meses de edad, los
habitantes afectados de forma mas aguda. En la forma hiperaguda, uno a
mas cerdos del mismo corral o de diferentes mueren subitamente con fiebre
de 41.5°C, apatia y anorexia. Existe un periodo corto de una ligera diarrea y
vomito. Los cerdos afectados mueren en el piso sin mostrar signos
respiratorios. En la forma aguda, los cerdos manifiestan un incremento en la
temperatura corporal entre 40.5 y 41°C, los animales se encuentran
deprimidos y no comen. Se presentan varios signos respiratorios como son:
disnea, tos, y algunas veces respiran por la boca. La forma cronica se
desarrolla después de desaparecer los signos agudos. Puede haber o no
fiebre y se presenta tos espontanea o intermitente con grado variable de
intensidad. Los animales muestran pérdida de apetito y consecuentemente

se presenta un decremento en la ganancia de peso corporal. En piaras
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infectadas  crénicamente  existen muchos  animales  enfermos
subclinicamente. Los signos clinicos pueden estar exacerbados por otras

infecciones respiratorias (Williams, 2002).

Es comun que la infeccidon por A. pleuropneumoniae se convierta en
endémica en determinadas explotaciones, especialmente en las de ciclo
continuo. En estas explotaciones, las madres transmiten el patégeno a su
progenie y al mismo tiempo, los anticuerpos maternales. Se crea asi un
estado de equilibrio que evita la infeccion generalizada hasta que el titulo de
anticuerpos maternos en las crias cae por debajo del limite protector. En este
momento el patdgeno colonia las vias respiratorias inferiores y se genera una
nueva situaciéon que en funcién de una serie de factores, conduce a la

infeccion aguda o la cronica (Chiers et al., 2002).

2.3.2.6. Lesiones. Las lesiones macroscoépicas estan localizadas en el
tracto respiratorio. La neumonia es en su mayoria bilateral y se afectan los
I6bulos cardiaco y apical, asi como una parte de los I6bulos diafragmaticos
donde las lesiones neumodnicas son frecuentes, localizadas, y bien
demarcadas. Las areas neumodnicas son oscuras y solidas. La cavidad
toracica contiene liguido sanguinolento. En muchos casos crénicos, nédulos
de diferentes tamafios se desarrollan principalmente en los Iébulos
diafragmaticos. Esos nodulos similares a abscesos, estan delimitados por
una delgada capa de tejido conectivo y se observa algunas areas de
adherencia de la pleura. En algunos casos, las lesiones de los pulmones
sanan y solamente se puede observar residuos localizados de la adherencia
pleural (Williams, 2002). En los estadios tempranos de la enfermedad, los
cambios histopatolégicos estan caracterizados por necrosis, hemorragia,
infiltracion por neutroéfilos, activacion de plaguetas y macréfagos, trombosis

vascular, edema, y exudado fibrinoso (Chiers, 1999; Williams, 2002).
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2.3.2.7. Diagnostico. Para poder determinar la presencia de patdgenos
microbianos se pueden emplear técnicas de aislamiento de microbiologia
clasica o bien técnicas de biologia molecular (Sixou, 2003). El uso de
pruebas serolégicas es fundamental para la identificacion de portadores
asintométicos, responsables de la diseminacion de la enfermedad en piaras
no infectadas. Las técnicas inmunolégicas directas como
inmunofluorescencia e inmunohistoquimica (IHQ) representan otra opcion
para el diagnostico de la pleuroneumonia porcina. Estas técnicas tienen
como base la identificacion de antigenos, serotipo y biotipo especificos en
tejidos frescos, congelados o fijados en formol e incluidos en bloques de
parafina (Takashima et al., 1999).

Aislamiento bacteriano. Se toma una muestra de tejido normal o con
lesiones neumonicas. Las muestras son inoculadas en agar sangre con una
estria de Staphylococcus aureus para proveer el factor V. Las placas son
incubadas durante 24 h a 37°C bajo condiciones de microaerobiosis. Las
colonias sospechosas son transferidas a cajas con agar tripticasa soya (TSA)
suplementado con 10 pg/ml de NAD y 1% de suero fetal bovino que
posteriormente son incubadas durante 24 h a 37°C bajo condiciones de
microaerobiosis. La identificacion final de las colonias sospechosas a A.
pleuropneumoniae se obtiene mediante el uso de pruebas bacteriologicas de
rutina como tincion de Gram, oxidasa, catalasa, ureasa de Christensen,
reaccion a la prueba de CAMP, satelitismo en presencia de la cepa nodriza
de S. aureus y dependencia de factores de crecimiento utilizando discos
impregnados con factor X, V o X+V. (Blackall et al., 2002; Hernandez et al.,
2002). A partir de muestras de pulmones de rastro es dificil, en comparacién
con aislamientos obtenidos de lesiones hiperagudas y agudas, y a que el
crecimiento de la bacteria en lesiones cronicas es irregular, aun cuando se le
proporcionen las condiciones necesarias para su crecimiento. La dificultad de

aislar A. pleuropneumoniae de lesiones cronicas, se relaciona con la
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presencia de otras bacterias en pulmones, las cuales pueden inhibir el
crecimiento del A. pleuropneumoniae (Williams et al., 2000; Hernandez et al.,
2002).

Histopatologia. Las muestras de pulmoén para histopatologia son
fijadas en formalina amortiguada (pH 7.2) al 10% y procesadas con la técnica
de inclusion en parafina. Se cortan secciones de 5 cm y se tifien con

hematoxilina y eosina (HE).

Inmunohistoquimica. Los antigenos bacterianos son detectados por
el método de avidina-biotina-peroxidasa; Se han utilizado anticuerpos
policlonales producidos por conejos en el laboratorio contra células
completas de A. pleuropneumoniae biotipo 1, serotipo 1, como anticuerpo
primario a una dilucion de 1:1 500 y como anticuerpo secundario, una anti-
IgG de conejo biotinilada. Los antigenos o restos antigénicos de A.
pleuropneumoniae son identificados de color café oscuro, utilizando el
cromogeno diaminobencidina (DAB) (Bosse et al., 2002). Posteriormente, las
muestras son tefiidas con hematoxilina de Harris como colorante de
contraste. Se usan secciones de tejido pulmonar de cerdos inoculados
experimentalmente con A. pleuropneumoniae biotipo 1, serotipo 1, y de
cerdos sanos libres de A. pleuropneumoniae como testigos positivo y
negativo, respectivamente (Takashima et al., 1999, Hernandez et al., 2002).
Para evaluar la especificidad del antisuero se confrontan los frotis
bacterianos de Pasteurella multocida serotipos A y D, Haemophilus parasuis,
Bordetella bronchiseptica y A. pleuropneumoniae serotipos 1, 5, 9y 11 con el

anticuerpo policlonal de A. pleuropneumoniae serotipo 1.

ELISA. ELISA indirecta, permite la deteccion de anticuerpos dirigidos
contra la Apx IV de A. pleuropneumoniae. Dicha técnica demostré poseer
100 % de especificidad y 93.8 % de sensibilidad pudiendo identificar piaras

positivas a la bacteria aun en ausencia de signos clinicos. Cerdos vacunados
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con una vacuna de subunidades conteniendo las toxinas Apx I, Apx Il 'y Apx

[l resultan negativos a esta técnica de ELISA (Dreyfus et al., 2004).

ELISAs desarrollados para la deteccion de antigenos de LPS han
demostrado ser especificos y Utiles para el diagnostico serologico de la
enfermedad (Klausen et al.,, 2001). Pruebas basadas en la deteccion del
antigeno O-LPS han sido descritas, sin embargo recientemente se demostré
la existencia de cepas con LPS incompleto o truncado las cuales no pueden

ser detectadas mediante esta técnica.

Recientemente fue demostrado que la citolisina Apx Il del serotipo 15
no era detectada por las técnicas seroldgicas que evidencian Apx lll de los
otros serotipos, de igual manera vacunas que contienen la citolisina Apx Ill
no protegen contra dicho serotipo lo cual sugiere que posee factores de
virulencia diferentes o que la citolisina Apx lll posee diferencias significativas

con la expresada por otros serotipos (Tumamao et al., 2004)

Titulos altos de anticuerpos contra Apxl, Apxll y contra antigenos
capsulares son detectados en cerdos que presentan lesiones pulmonares.
Cerdos que albergan A. pleuropneumoniae en el tracto respiratorio superior,

no muestran niveles de anticuerpos en el suero.

Por lo anterior son necesarios métodos mas sensibles para la
deteccion e identificacion del agente (App) tales como PCR diagnosticando
cerdos portadores, ya que las pruebas serologicas no son utiles para ese fin;

el uso de hisopados tonsilares puede ser de utilidad (Fittipaldi et al., 2003).
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2.4. Reaccién en Cadena de la Polimerasa (PCR)

Un método similar al inmunoldgico, aunque basado en la deteccion del
material genético de las bacterias, es el uso de técnicas como el PCR ésta
técnica detecta la presencia de cantidades muy bajas del patdégeno
(Torremorell et al., 2006). Las primeras técnicas genéticas utilizadas en el
diagnéstico microbiolégico se basaban en hibridacion con sondas de ADN.
Aunque son de elevada especificidad, en general su sensibilidad no es
adecuada. (Codina y Tortola, 2006). Actualmente, la estrategia mas utilizada
para aumentar la sensibilidad se basa en crear multiples copias de un
fragmento del genoma; es la técnica de Reaccion en Cadena de la
Polimerasa (PCR) se utiliza para microorganismos de lento crecimiento o de
dificil aislamiento y para aquellos procesos que por su gravedad puedan
beneficiarse especialmente de un diagndstico rapido. (Sixou, 2003; Codina y
Tortola, 2006). Casi cualquier tipo de muestra puede ser utilizada para la
realizacion de esta técnica, la cual detecta el material genético del patégeno
en cuestion; estando vivo o inactivado el microorganismo, lo que nos da una
elevada sensibilidad; por ello se puede utlizar sangre, suero, semen o0

tejidos.

Esta nueva técnica de diagnostico molecular, cumple en gran medida
con los pardametros ideales de las pruebas diagnosticas: rapidez,
especificidad y sensibilidad, es catalogada dentro de la nueva era del
diagndstico, debido a que su alta sensibilidad (Liu et al., 2007), puede
detectar hasta 100 TCDI50 (Dosis Infectantes en Cultivo de Tejidos=TCDI)
de organismos por muestra, es decir, en términos practicos puede llegar a
detectar el material genético de solo 10 particulas virales presentes en 1 ml
de muestra y tiene una alta especificidad y rapidez. Estudios en humanos
han reportado que presenta una sensibilidad de un 80.3% y una
especificidad de 97.8%. (Altchech et al., 1993).
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En algunos estudios, se ha demostrado que la técnica de PCR para la
deteccion de A. pleuropneumoniae desarrollada en base a la amplificacion
del gen dsbE-like, es de utilidad para la deteccion de cerdos portadores de la
bacteria a partir de hisopados nasales (Chiers et al., 2001); otra prueba de
PCR serotipo especifica demostrd que diferentes serotipos pueden colonizar
las amigdalas de un mismo animal (Schuchert et al., 2004).

A pesar de que existen varios tipos de diagndstico para las
enfermedades infecciosas producidas por bacterias, para dicho estudio se
emplea el diagnéstico por PCR usando oligonucleétidos especificos para

cada patogeno bajo estudio.

2.4.1. Proceso de la Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR)

La Reaccion en Cadena de la Polimerasa, es una prueba que se
utiliza para amplificar una porcion especifica del material genético del

microorganismo (acido nucleico).

Se extrae el acido nucleico especifico de la muestra (tejido) y se
elimina el exceso de proteinas y de substancias inhibitorias.

El acido desoxirribonucleico o ADN es la muestra para iniciar el PCR, por
ello las bacterias y virus ADN pueden ser utilizados directamente para la
prueba. En el caso del material genético conformado por ARN, se debe de
convertir de ARN en ADN, utlizando una enzima conocida como
retrotranscriptasa o transcriptasa inversa, con ello se crea un ADNc (acido
desoxirribonucleico complementario), para poder utilizar asi una secuencia

blanco adecuada para la prueba (Extraccion y purificaciéon de ADN).
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2.4.2. Etapas basicas en la amplificacion de PCR

1. Desnaturalizacion: esta se produce cuando el ADN es calentado
aproximadamente a 90°C, lo que causa que se dé una separacion de la

doble hélice del ADN, creando dos bandas sencillas de ADN.

2. Alineaciéon: La temperatura se reduce alrededor de los 50°C;
permitiendo que los iniciadores o primers disefiados, que son secuencias del
material genético blanco, disefiadas para acoplarse, se unan a una region
especifica del acido nucleico de banda sencilla que queremos identificar
(esta union es la que da una alta especificidad a la prueba). Normalmente

tienen 20 bases o nucleétidos de longitud.

3. Elongacion o prolongacion: En esta fase la secuencia blanco y los
iniciadores en conjunto con nucledtidos libres (ANTP’S) y la Tag polimerasa
son calentados aproximadamente a 70°C. Con ello los nucledtidos libres se
acoplan a la secuencia especifica que marca el iniciador y son pegados por
accion de la Taq polimerasa, para formar asi una molécula de ADN de dos

bandas.

Los tres pasos anteriores corresponden a lo que se le llama un ciclo
de amplificacion. Estas tres fases son repetidas, una y otra vez en un
termociclador, para amplificar el ADN. Después de 35 ciclos (2 a 3 horas), la
banda inicial de ADN se ha amplificado exponencialmente, produciendo asi
235 (34’359'738,368) moléculas idénticas (producto del PCR) del ADN
original a partir de una sola molécula de ADN. Esta amplificacion exponencial
es la que da la sensibilidad a la prueba.

Posteriormente, para valorar el producto del PCR es necesario realizar

la prueba de electroforesis en un gel de agarosa; con el objeto de realizar un
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acomodo por tamafio de los fragmentos de ADN amplificados en el PCR.
Con una corriente eléctrica que es transmitida a través del gel de agarosa, se
logra este acomodo en donde los fragmentos de menor tamafio se

distribuyen mas rapido que los de mayor tamafio.

En el gel de agarosa existen diferentes “carriles” de corrimiento. En
forma normal se utiliza uno de estos carriles de los extremos para colocar un
control o marcador de pares de bases conocido, normalmente de 0 a 600
pares de bases (bp), con incrementos de 100 bp, seguido se coloca un
control positivo y negativo, ambos productos del PCR y en los carriles
restantes se coloca el producto del PCR obtenido de las muestras problema.
Al aplicar la corriente eléctrica los fragmentos de ADN tienden a migrar.
Posteriormente el gel es teflido con bromuro de etidio (0 algun colorante
fluorescente) que solo se adhiere al ADN presente en la agarosa del gel. El
gel es visualizado con una lampara de luz ultravioleta y sé escanea o se
fotografia para dejar una evidencia fisica del corrimiento electroforético. Con
la fotografia o imagen escaneada del gel se determina el tamafio de los
fragmentos amplificados del producto del PCR, comparandolo contra el

control de pares de bases y el control positivo (Lara et al., 2006).

2.4.3. Ventajas de la Reaccién en Cadena de la Polimerasa (PCR)

Durante los ultimos afios ha habido un aumento en las técnicas de
diagnéstico basadas en el uso de PCR, ésta prueba tiene la capacidad de
amplificar rapidamente una cadena de ADN, ademas de ser una técnica muy
sensible y especifica, la region que se esta amplificando ofrece ventajas
sobre las técnicas de diagnadstico tradicionales puesto que el microorganismo
gue se detecta no necesita ser cultivado previamente o estar vivo, debido a
gue solamente se requiere la presencia de ADN. (Torremorell et al., 2006).

En un estudio realizado por Pijoan y Ruiz (2001), sefialan que en animales
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muestreados con la prueba de PCR en brotes de campo, gran proporcion
puede estar infectada antes de que se observe la diseminacion rapida del
organismo dentro de granja; de tal manera que con una muestra minima (10
ng), se puede dar la amplificacion del DNA gendmico. (Sambrook y Russell,
2001). Esta técnica de diagndstico mas sensible que la serologia, ya que se
ha demostrado que cerdos vacunados con una vacuna de subunidades
conteniendo las toxinas Apx I, Apx Il y Apx lll resultan negativos a la técnica
de ELISA (Dreyfus et al, 2004). En otros estudios, en animales
supuestamente negativos a M. hyopneumoniae, se obtuvieron resultados
positivos con la técnica de PCR (Torremorell et al., 2006); estudios con
ELISA indirecta, han empleado anticuerpos dirigidos contra la toxina Apx IV
de A. pleuropneumoniae y a pesar de que los autores encuentran un 100 %
de especificidad y 93.8 % de sensibilidad se pueden identificar rebafos
positivos aun en ausencia de signos clinicos, con la desventaja de que esta
toxina puede cruzar con especies como Pasteurella (Rayamajhi et al., 2005).
También se ha reportado que PCR presenta porcentajes mayores de
sensibilidad para deteccion de bacterias en bovinos, Morales et al., (2005)
realizé6 la comparacion de sensibilidad de PCR e histopatologia y con
aislamiento bacteriano, obteniendo una sensibilidad del 82.0% y 72.0%

respectivamente.
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3. HIPOTESIS

La técnica de Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR) permite
diagnosticar la presencia Actinobacillus pleuropneumoniae, en muestras de
sangre completa obtenidas en granjas porcicolas del estado de

Aguascalientes.
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4. OBJETIVO GENERAL:

Realizar la deteccion de Actinobacillus pleuropneumoniae, en
muestras de sangre completa de cerdos en granjas porcicolas del estado de
Aguascalientes mediante la metodologia de la Reacciéon en Cadena de la

Polimerasa usando oligonucledtidos especificos.
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5. OBJETIVOS ESPECIFICOS

Utilizar la técnica de Reaccion en Cadena de la Polimerasa mediante
el uso de oligonucleétidos especificos para Actinobacillus pleuropneumoniae

en muestras sanguineas.

Detectar la presencia de Actinobacillus pleuropneumoniae, en
muestras sanguineas de explotaciones porcicolas del estado de

Aguascalientes.
Estimar la frecuencia de Actinobacillus pleuropneumoniae, en

muestras sanguineas de explotaciones porcicolas del estado de

Aguascalientes.
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6. MATERIALES Y METODOS

Este estudio forma parte del proyecto FOMIX-AGS-2005-01-15051

CONCYTEA. Deteccion y prevencion de enfermedades respiratorias del
cerdo a través del concepto de Granja Limpia. Junio 2006-Junio 2008.

El enfoque de esta investigacion es cuantitativo, con un disefio no

experimental, tipo transeccional exploratorio.

6.1. Lugar de estudio

El estudio se llevd a cabo en 12 granjas porcicolas ubicadas en los
municipios de Aguascalientes, Asientos, Jesus Maria, Pabellon de Arteaga,
San Francisco de los Romos y El Llano del Estado de Aguascalientes (Figura

1).
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Figura 1. Ubicacion de las 12 granjas porcicolas, en los diferentes municipios
del Estado de Aguascalientes.

32



El estado es una entidad federativa de la Republica Mexicana con una
superficie de 5,589 kilometros cuadrados, que representa el 0.3 por ciento de
la superficie del pais. Colinda al norte, este y oeste con el Estado de
Zacatecas; al sur y este con el de Jalisco. La division politica consta de once
Municipios: Aguascalientes, Asientos, Calvillo, Cosio, Jesus Maria, Pabell6n
de Arteaga, Rincon de Romos, San José de Gracia, Tepezala, San Francisco

de los Romo y El Llano.

Se encuentra en las coordenadas: Norte 22°27’, al sur 21°38" de
latitud norte; Al este 101°53", al oeste 102°52' de longitud oeste.

En términos generales, el clima en el estado de Aguascalientes es de
caracter semiseco, con una temperatura media anual de 17.4°C y una
precipitacion pluvial media de 526 mm. El periodo de lluvias corresponde al
verano; en las otras estaciones del afio las lluvias que se registran son de
baja intensidad. Existe una region en el suroeste, enclavada en una gran
parte de la Sierra El Laurel, municipio de Calvillo, que presenta un clima
templado y que por tener una reducida extension no es digna de

considerarse.

Clima semiseco. Se le denomina también seco estepario, se
caracteriza porque en él la evaporacion excede a la precipitacion, y esta
asociado principalmente a comunidades vegetativas del tipo de matorral
desértico y vegetacion xerdfila. Se localiza en casi todo el estado cubriendo

aproximadamente el 86.30% de la superficie.

La lluvia media anual oscila entre los 500 y los 600 mm vy la

temperatura media anual es superior a los 18°C.
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La méxima ocurrencia de lluvias oscila entre los 110 y 120 mm,
registrandose en el mes de junio. La minima se presenta en el mes de marzo
con un rango menor de 5 mm. El régimen térmico mas calido se registra en
mayo con una temperatura entre los 22 y los 23°C, siendo el mes mas frio

enero con una temperatura de 13 a 14°C.

Heladas. En los climas semisecos la frecuencia de heladas es de 10 a
80 dias al afo, siendo el rango de 20 a 40 dias el que se presenta con mayor
incidencia dentro de la entidad, y que corresponde al periodo que va de

noviembre a febrero.

Granizadas. Aproximadamente un 80% del estado presenta una
frecuencia de granizadas en un rango de 0 a 2 dias anuales en los climas
semiseco y templado. El 18% de la entidad tiene una frecuencia de heladas
de 2 a 4 dias al afio. En el 2% restante el fenbmeno es inapreciable. Las
granizadas no guardan un patrén de comportamiento bien definido, aunque
estan asociadas con periodos de precipitacion. Su maxima incidencia se
presenta en los meses de julio y agosto. (http://www.aguascalientes.gob.mx,
2006)
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6.2. CARACTERISTICAS DE LAS GRANJAS PORCINAS

Cuadro 7. Caracteristicas de

las 12 granjas porcinas que fueron

muestreadas.
S o . Numero de
Municipio Sitio Origen )
animales

Pabellon de

1 Engorda Otro 2500
Arteaga
San Fco. De ;

2 Completo Aguascalientes 75
los Romo

3 |Jesus Maria Completo Aguascalientes 740

4 |ElLlano Completo Aguascalientes 564

5 |Aguascalientes Completo Aguascalientes 300

6 |Aguascalientes Completo Aguascalientes 600

7 | Aguascalientes Completo Aguascalientes 800

8 |Asientos Completo Aguascalientes 800

9 |Aguascalientes Completo Aguascalientes 280

10 |Aguascalientes Completo Aguascalientes 800

11 |Jesus Maria Completo Aguascalientes 260

12 |Aguascalientes Completo Aguascalientes 60

6.3. Cerdos del estudio

estos cerdos variaron en peso, edad, raza, estado de salud; debido al tipo de

muestreo que se realizo.
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6.4. Tamarfo de la muestra

El nimero de animales de los que se tomaron muestras de sangre, asi
como las granjas participantes en el estudio, fueron determinados en
conjunto con la Asociacibn Ganadera Local de Porcicultores de
Aguascalientes en base a un muestreo por aleatorio cuotas (Hernandez et
al., 2006). Durante un periodo de afio y medio se tomaron 15 muestras de

sangre completa de cerdo por granja.

6.5. Obtencién y preservacion de muestras

Las muestras de sangre completa, se obtuvieron de la vena cava
anterior por venopuncion utilizando vacutainers con EDTA, de 7 mly agujas
namero 21.5 (Alvarez et al., 2004); se identificaron con nombre de la granja,
namero progresivo por animal, y fecha de la obtencion de muestra; las

muestras se trasladaron con refrigerantes y se mantuvieron a 4°C.

6.6. Técnica para PCR

La técnica del PCR anidado se utiliz6 para determinar la presencia de,
Actinobacillus pleuropneumoniae, presente en 12 explotaciones porcicolas;
distribuidas en el Estado de Aguascalientes. Se contd con equipo
Termociclador Techne TC-412, un sistema de electroforesis horizontal In
Vitro Gene, fuente de poder para electroforesis CONSORT 1200V-500mA
E815, un analizador de imagenes ChemiDoc BIO RAD que tiene un

programa, Quantity One 4.4 Basic.
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6.6.1. Extraccién del ADN

La obtencion del ADN de sangre completa se realizé segun la técnica
de Leal et al., 1995 modificada. Cada muestra de 300 ul de sangre se lisd
con 1 ml de solucion estabilizadora (SE) para lisis de globulos rojos (155 mM
NH4CI; 10 mM NaHCO3;100 mM EDTA disédico, pH 7.4), a 37°C, 10 min.,
luego se centrifugd a 20 800 x g. El proceso se repiti6 hasta que el

sedimento quedo claro.

La digestion celular se realizé con 300 pl de SE para lisis celular (0,1
M Tris-HCI pH 7,5; 0,3 M NaCl - 0,025 mM EDTA) y 5 ul de proteinasa K, a
37°C, 1 hora. La precipitacion proteica se hizo con 200 pl de 7,5 M de
acetato de amonio y centrifugacion a 20.800 xg a 4 °C por 3 min. El ADN
contenido en el sobrenadante se precipitd con 300 pl de alcohol isopropilico y
se lavo con 300 pl de alcohol etilico 75% a -20 °C. El ADN seco se
resuspendio en 100 pl de solucion de Hidratacion de DNA (Amersham). Una

vez extraidas las muestras de ADN fueron refrigeradas a 4° C hasta su uso.

Se corrié un gel de electroforesis de agarosa al 1%, para revisar la
integridad de ADN. Ademas se leyeron las muestras en un espectrofotémetro
(Jenway 6305) a una longitud de onda de 260 nm, para conocer la

concentracién de ADN.

6.6.2. Preparacién del PCR anidado y Amplificacion

Series de Oligonucleétidos fueron sintetizados para amplificar;
posteriormente se corrié el PCR anidado (Kobish y Frey, 2003). Se realizé
una mezcla bajo condiciones de esterilidad para el PCR (volumen total de
mezcla 25 pl), 2.5 yl de 10X tagbuffer, 2.5 mM de MgCl ,, 0.5 mM de cada
dNTP, 2.0 pl de cada (25 mM) oligonucléotido usado, 2 ul (200ng) de ADN
problema y finalmente 0.125 pl (.625 u) Taq polimerasa (Fermentas Lab). Se
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utilizé un termociclador Techne TC- 412 a las condiciones descritas en el

cuadro 9.

CUADRO 9: Secuencia de los oligonucleotidos usados en el PCR realizado
para Actinobacillus pleuropneumoniae (Frey, 2003b; Kobish y Frey, 2003).

F TGGCACTGACGGTGATGAT
APXIV R GGC_CATCGAC_TCAACCAT
95 °C seguido de 35 ciclos de 30 s a 94
A-1 o iones °C para la desnaturalizacion, alineacion
a30sab4°Cyl.5minutosa72°C
para la extension.

441

& GGGGACGTAACTCGGTGATT

R GCTCACCAACGTTTGCTCAT

APXIV 95 °C seguido de 35 ciclos de 30 s a 94

AN-1 i . °C para la desnaturalizacion, alineacion
a30sab4°Cyl.5minutosa72°C

para la extension.

377

F: forward; R: reverse; Pb: Pares de bases (tamafio molecular)

El revelado del PCR fue mediante geles de agarosa (1.5 %) en un
sistema de electroforesis horizontal (In Vitro Gene), tefidos con bromuro de
etidio (Sambrook y Russell, 2001). Las bandas de ADN amplificado fueron
observadas bajo luz UV y capturadas con el sistema analizador de imagenes
ChemiDoc. BIO RAD, empleando el programa Quantity One 4.4 Basic. (Frey,
20032, Sambrook y Russell, 2001).

6.6.3. Andlisis de resultados

Dadas las caracteristicas del estudio, las variables de respuesta
fueron catalogadas como datos discretos, por lo que los datos obtenidos
fueron analizados a través de analisis de distribucion de frecuencias
(Hernandez et al., 2006). Para ello se utilizé el software STATISTICA® Ver.
6.2.
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7. RESULTADOS

Se procesaron un total de 180 muestras de sangre completa, las
cuales correspondieron a 15 muestras por cada una de las granjas. En la
figura 2, se muestra uno de los corrimientos que se realizaron de la
electroforesis en un gel de agarosa al 1.5% de los productos amplificados
obtenidos empleando DNA de distintos aislados de App de una de las
granjas muestreadas, donde C1 es el control negativo, MTM es el marcador
de tamafio molecular y los carriles | al Xlll son las muestras problema. La
interpretacion de la técnica consiste en tomar como positivas aquellas
donde las bandas de ADN amplificado fluorecen a un nivel de 377 pb. Donde
se puede observar que las muestras de los carriles Ill, 1V, VI, Xl y Xl que
éstas muestras son positivas a la identificacion de App.

CIMIM I 'IE IIT IV 'V VI VIIVIRIX: X XI XII XIII

Figura 2. Electroforesis en gel de agarosa.
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En cuanto a la distribucion de frecuencias del total de muestras de
sangre completa obtenida de los cerdos, los resultados se muestran en la
Figura 3, donde se puede observar, que de las 180 muestras, 63.88% fueron

negativas y 36.11% positivas a App.

100+ .
Negativa

80+ BE |11 IO Positiva

60-

%

40-

20+

Muestras de sangre

Figura 3. Distribucion de frecuencias de Actinobacillus pleuropneumoniae en
las 180 muestras de sangre obtenidas.

La distribucion de frecuencias para cada una de las granjas porcicolas
seleccionadas del estado de Aguascalientes en la que se presentd A.
pleuropneumoniae, como resultado de los 15 muestreos de sangre
realizados, se observa en la figura 4. Donde se observa que la granja 9,
muestra la menor prevalencia correspondiente al 20.0%, las granjas 4, 5, 8,
10 y 11 una prevalencia intermedia del 26.66%, las granjas 1,2,3,6 y 7 con
valores cercanos al 40.0% y la granja 12 mostrd la prevalencia mas alta de

las granjas estudiadas con un valor correspondiente al 80.0%.
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Figura 4. Distribucion de la frecuencia de Actinobacillus pleuropneumoniae,
por granja muestreada.
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8. DISCUSIONES

En éste trabajo de investigacion se pudo demostrar que con el tipo de
muestreo aleatorio por cuotas, se puede seleccionar animales en tres
condiciones sanitarias distintas: sanos, enfermos y asintométicos ya que
cada uno de los cerdos muestreados tuvieron la misma probabilidad de ser
elegidos para la identificacion de App en éste estudio. Los estudios
realizados por Hernandez et al., 2002 demostraron la presencia de A.
pleuropneumoniae, en cerdos que actian como portadores sanos. Ademas
esto se relaciona con reportes realizados por éstos mismos autores, quienes
informan que la mayoria de las piaras a nivel mundial estan endémicamente
infectadas con A. pleuropneumoniae y so6lo una pequefia proporcion de

granjas presenta cerdos con la enfermedad clinica.

En este estudio se pudieron observar las ventajas del uso de PCR
para la identificacion de App en muestras de sangre completa, ya que nos
permitié realizar un diagnéstico confiable, a la fecha no hemos encontrado
informacion en donde se refiera que puede ser identificado el A.
pleuropneumoniae en éste tipo de tejido; con ésta investigacion se
demuestra que es un tejido en el que se puede hacer un muestreo no
invasivo, permitiendo hacer monitoreo constante de la piara sin tener que
realizar sacrificio como ocurre en otro tipo de técnicas y de tejidos. La
confiabilidad en la técnica de PCR es debida a sus caracteristicas de su
sensibilidad y especificidad como lo han indicado Liu et al., 2007. Contra
otros estudios que reportan que se detecta éste microorganismo con otras
técnicas de diagnéstico, en las cuales no se obtienen resultados confiables,
como las que ha mencionado Williams et al., 2000; dado a que el A.
pleuropneumoniae se encuentra asociado con P multocida, H parasuis e
incluso M hyopneumonie, lo que complica su identificacion. Otra razon por la

cual lo tras técnicas diferentes al PCR no pueden ser confiables es debido a
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que los cerdos vacunados con una vacuna de subunidades conteniendo las
toxinas Apx I, Apx Il y Apx Il resultan negativos a esta técnica, segun lo
reporta lo reporta Dreyfus et al., en el 2004. En un estudio previo realizado
en el rastro de San Francisco de los Romo, por Cornejo en el 2006, se
muestrearon 64 cerdos, de los cuales 40 de estos se les detectaron lesiones
con pleuroneumonia porcina cronica. A 25 de estos pulmones afectados se
les realiz6 inmunolocalizacidbn con anticuerpos especificos, donde fueron
aisladas 17 cepas, de las cuales 4 fueron analizadas y confirmadas por PCR

lo que confirma la sensibilidad y especificidad de ésta técnica.

El 100% de las granjas porcinas muestreadas, mostraron la deteccion
molecular de App en al menos una de las muestras obtenidas, lo que indica
que éste agente esta ampliamente distribuido en la mayoria de las granjas
del estado de Aguascalientes, coincidiendo con lo reportado por Alvarez et
al., 2004. Mientras que los estudios realizados por Auger et al; en el 2009,
menciona que el App es uno de los principales agentes bacterianos,

asociado con el Complejo Respiratorio Porcino.

En éste estudio se observo que la frecuencia de presentacién de A.
pleuropneumoniae, se encuentra en un rango del 20% al 80%. Esto puede
ser debido a que su propagacion es altamente contagiosa y frecuente lo que
da como resultado efectos negativos en los parametros productivos de los
cerdos como lo menciona Benga et al., 2009. Otra razén que menciona
Buettner et al., en el 2008, pudiera ser la transmisién de la enfermedad de
los cerdos sanos o portadores. O bien ya que representan la principal fuente
de infeccion de cerdos susceptibles, facilitando asi su dispersion por
contacto directo o a través de aerosoles como lo reportan Gottschalk y Taylor
en el 2006. Otras causas que han sido reportadas por Stewart y Franklin en

el 2008 es la propiedad fenotipica que tiene el App de formar biopeliculas,
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siendo éste un factor importante para la colonizacién, virulencia y transmision

del agente.
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9. CONCLUSIONES

1. Se comprobo6 que el método de PCR puede ser utilizada para el
diagnéstico, la identificacion de Actinobacillus pleuropneumoniae

en muestras de sangre.

2. En el 100 % de las granjas muestreadas se encontré al menos un

caso positivo a Actinobacillus pleuropneumoniae.

3. La frecuencia de Actinobacillus pleuropneumoniae en granjas, fue
del 20 al 80%.
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