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RE.SUMEN 

Se colectaron 145 muestras de pulmon y sangre de cerdos de abasto. Deltejido pulmonar se realizo el aislamiento de A 
pleuropneumoniae. Lascepas aisladasse tipificaron por medio de la tecnica de aglutinacion en placa con sueros 
monoespecificos, A los sueros de los mismos animales se les practicaron pruebas de aglutinacion en tubo con 2· 
mercaptoetanol y fijaci6n de complemento. Se lograron identificar 31 animales positiv~s serol6gicamente de fos cuales 
25, resultaron positivos al aisfamiento, representando el81 % de ani males seropositivos en los que se confirm61a infecci6n. 
De los 25 aislamientos de A pleuropneumoniaese identificaron 10 como serotipo 1 (40%),3 del serotipo 4 (12%), 8 del 
serotipo 5 (32%), 3 del serotipo 7 (12%) Y 1 del serotipo 8 (4%). Los 31 sueros positiv~s a A pleuropneumomae 
reaccionaron a los mismos serotiposaislados. A estos resultadosse les realiz61a prueba de X' Oi cuadrada) encontrandose 
una alta correlacion entre el aislamiento y la serologia. 

PALAI;lRAS CLAVE: Actinobacillus pleuropneumoniae, Aislamiento, Serotipificaci6n. 

INTRODUCCION. 

La alta incidencia de lesiones pulmonares 
en los cerdos causa danos considerables en 
la economfa, por 10 que, el estudio de las 
neumonfas porcinas y la investigacion desu 
etiologfaes primordial, para lograr su 
prevencion y control (1,2). 
Comunmente, un crecimiento de A.. 
pleuropneumoniae es facilmente obtenido 
de pulmones de ani males con infecCion 
neumonica de tipo agudo, mientras que en 
casos cronicos, eJ aislamiento a partir de 
tejidos y organos como los pu!mones y la 
pleura es variable (3, 4, 2, 5). En lesiones 
cronicas, es dificil el aislamiento y las pruebas. 
serologicas son el metodo mas adecuado 
para obtener el diagnostico (6, 7). 
Durante el curso de la infeccion los 
anticuerpos aparecen en sangre, donde 
pueden ser detectados con pruebas 
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serologicas; estas permiten tener un pano­
rama mas real de 10 que esta ocurriendo en 
la piara quepadece la enfermedad; tambien 
se detectarfan los animales infectados 

·cronica y subclfnicamente. En piaras de 
engorda infectados subclfnicamente con A. 
pleuropneumoniae, escomun que los signos 
no se presenten y que los cerdos de estas 
piaras sean comunmente portadores que 
pueden causar epidemias agudas al ser 
trasladados a otras unidades 0 granjas (6, 
8); por 10 tanto, es importante que estos 
serorreactores sean detectados 10 mas 
pronto posible. 
Toqos los cerdos expuestos pueden ser 
afectados, con mortalidad de casi el 80% 

• 

Los signos clfnicos de la pleuronemonfa 
aguda pueden presentarse dentro de las 24 
horas despues de la infeGcion. En el estudio 
posmortem se observan areas de neumon-fa 
fibrino-hemorragica ypleuresia serofibrinosa 
en todos los lobulos del pulmon, mas 
comunmente en ellobulo caudal (1, 9, 10). 
Pijoan y colaboradores (11) aislaron e 
identificaron el microorganismo por vez 
primera en Mexico, de brotes de 

. pleuropneumonia contagiosa porcina (PCP), 



en los estados de Tlaxcala y Michoacan. A 
pdrtir de entonees, la PCP ha sido deserita 
nn la mayorfa de las cuencas pordeolas del 
pais; sin embargo, se han realizado pocos 
esmdios encaminados ala tipificacion de las 
cepas aisladas de A. pleuropneumoniae. 
£1 objetivo del presente estudio fue el de 
eorrelacionar la serologfa, aislamiento y 
serotipificacion de A. pleuropneumoniae 
en cerdos de abasto. 

MATERIALES Y METODOS 

Preparacion de antigenos. 
Para la obtencion de los antigen os se 
utilizaron las cepas de A. pleuropneumoniae 
serotipos 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7 Y 8 que fueron 
proporcionados por el Dr. Richard Ross de 
la Universidad Estatal de Iowa (Iowa State 
University). Cada uno de los serotipos de A. 
pleuropneumoniaese desarrollaron en medio 
de BHI mas 5% de extracto de levadura 
fresca y se incubaron a 37C durante 8 hrs, 
despues de este tiempo se inactivo con 
formaldehido 0.3% VN durante 18 hrs a 
temperatura ambiente. Se separo el paquete 
ceiular a 3000 9 durante 20 min a 4 C y se 
lavo con solucion salina fisiologica, 
tinalmente se resuspendio en amortiguador 
de fosfatos pH 7.4 a una densidad optiea 
(~O) = 0.4 3 550 nm (12). 
Preparacion de sueros hiperinmunes. 
Se !levo a cabo en conejos Nueva Zelanda, 
de aproximadamente 2 kg de peso, loscuales 
fueron inoculados por via intravenosa con 
una suspension bacteriana inactivada a una 
eoncentracion de 1200 x 106 M.O/ml., dos 
veces por semana durante dos semanas 
eon las dosis siguientes: 0.5, 1, 2 Y 3 ml, 
seguidos de dos inoculaciones de 3 ml de 
una suspension bacteriana de celulas vivas, 
estandarizada a una DO=1 con intervalo de 
una semana. AI termino de las inoculaciones, 
los conejos fueron sang rados, separandose 
los sueros que fueron almacenados a -20 C 
hasta el momento de ser utilizados (12, 13). 
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Coleccion de Muestras. 
Se tomaron 145 muestras al azar de pulmon 
y sangre de cerdos del rastro de San Lorenzo 
Riotenco en el municipio de Cuautitlan 
Mexico, febrero-octubre 1990. Para que las 
muestras fueran al azar se segura a un 
cerdo de cada 1 aque entraban en la linea de 
sacrificio, tomandose la muestra de sangre 
al momento del desangrado, siguiendose al 
mismo animal por medio de una marca en la 
oreja para la selecci6n de muestra de pulmon 
al momenta de la evisceracion, en la forma 
mas aseptica posible. La muestra de pulmon 
fue tomada no delimitando las zonas 
afectadas. 
Las muestras de sangre se centrifugaron 
para la separacion de suero y estas se 
guardaron en frascos esteriles a -20 C hasta 
el momenta de ser utilizadas. Los estudios 
bacteriologicos y serologicos se realizaron 
en el Laboratoriode BacteriologiadelCENIO­
Microbiologia del Instituto Nacional de 
Investigaciones Forestales y Agropecuarias. 
Los ani males muestreados proven ian de los 

"Estados de Jalisco y Michoacan. 
Estudio bacteriologico. 
Las muestras de pulmon se trasladaron al 
laboratorio en frascos esteriles. Se 
observaron macroscopicamente para 
determinar las partes en apariencia afectadas 
y proceder al aislamiento y estudio 
bacteriologico. Se tomola porcion de pulmon, 
tratando de seleccionar las zonas que 
presentaronfocos neumonicos. Lasuperficie 
de la porcion seleccionada se cauterizo con 
una espatula al rojo vivo, y se separo el 
tejido; se proces6 siguiendo la tecnica de 
dilucion (14, 15), se tomo una muestra de 1 
cm 3 y se coloc6 en un tubo que contenfa BH I 
con 5% de extracto fresco de levadura, este 
tubo se marco la dilucion 10 ·1 agitandose 
vigorosamente, se continuaron haciendo 
diluciones hasta 10 ·5 • Estas diluciones se 
incubaron por toda la noche a 37 C Y la 
mayor dilucion que mostro turbidez fue 
sembrada en placa de agar sangre con cepa 
nodriza de Staphylococcus aureus e 
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incubadas toda la noche. Las colonias que 
mostraron satelitismo a S. aureus fueron 
seleccionadas para ser caracterizadas 
posteriormente. 
Identificaci6n de cepas. 
A todas las cepas seleccionadas, se les 
practicaron las pruebas bioqufmicas 
descritas por Biberstein ycolaboradores (16), 
las cuales inducen fermentacion de 
carbohidratos, produccion de ureasa y 
produccion de porfirinas. Otra prueba para 
la identificacion fue la de CAMP, utilizando 
placas de agar sangre y la cepa nodriza de 
S. aureus, tomandose como positiva cuando 
se presentaba una hemolisis completa en la 
zona donde se desarrollaban ambas cepas. 
Una vez identificados los aislamientos como 
A. pleuropneumoniae, fueron serotipificados 
por medio de la prueba de aglutinacion en 
placa, utilizando los sueros hiperinmune 
monoespecfficos. 
Estudios serol6gicos. 
1). Relacion antigenica entre las diferentes 

cepas de A. pleuropneumoniae. 
Para determinar la presencia de posibles 
reacciones cruzadas entre los diferentes 
serotipos de A. pleuropneumoniae, se 
realizaron pruebas de aglutinacion en 
tubo con 2-mercaptoetanol y fijacion de 
complemento, utilizando los antigenos 
obtenidos para cada uno de 1m: serotipos, 
contra los sueros hiperinmunes de 
conejos, de cada uno de los diferentes 
serotipos (17). 

2).Prueba de aglutinacion con 2­
mercaptoetanol. 
Se realizaron diluciones dobles de los 
sueros monoespecfficos asf como de los 
obtenidos en rastro con solucion salina 
fisiologica, que contenia 2­
mercaptoetanol a una concentracion de 
0.1 M en volumenes iguales (1 ml), 
iniciando con una dilucion 1:4 hasta una 
dilucion final 1:1024; estas fueron 
mezcladas con el antfgeno en los tubos, 
incubandose a 37 C por 18 hrs; despues 
de este tiempo, se procedio a tomar la 
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lectura. EI titulo de anticuerpos se tome 
como la dilucion mas alta a la cual dio una 
aglutinacion francamente visible (5). ·Se 
siguio el mismo procedimiento utilizando 
cada uno de los antfgenos A. 
p/europneumoniae serotipos 1 , 2, 3, 4, 5, 
6,7 y8. 

3). Prueba de Fijacion de complemento. 
Se \leva a cabo en placas de 
microtitulacion, utilizando 25 f!1 de 
complemento de cuye con 5 unidades 
hemolfticas; 25 f!1 del antrgeno de A. 
p/europneumoniae serotipo 1 a una 
dilucion equivalente al tubo No 1 del 
Nefelometro de MacFarland (300 x 106 

M.O/ml) y 25 !J.I de los sueros problema, 
previamente inactivados a 56 C por 30 
min en bane marfa. Las placas fueron 
incubadas a 4 C durante toda la noche, 
administrandose despues 25 f!1 de 
globulos rojos de camero sensibilizados. 
Los globulos rojos de carnero se 
colectaron en solucion de Aisever al 2% 
y lavados, con diluyente de veronal 
amortiguado y sensibilizados con 
hemolisina. Las placas fueron incubadas 
a 37 C por 30 min y centrifugados a 1500 
9 por 5 min, la reaccion fue lefda 
visualmente en un espejo lector de 
microplacas, tomandose como positivos 
los pozos donde se presentaba 100% de 
hem6lisis. 
Todas las pruebas se lIevaron a cabo 
nuevamente en las mismas condiciones, 
variando solamente el antigeno, este fue 
caientadoa56C durante 10 minantesde 
ser utilizados para cad a una de las 
pruebas. (13, 18). 

RESULTADOS. 

Los antigenos de A. pleuropneumoniae 
serotipos 1,2, 3, 4, 5, 6, 7 Y 8 se ajustaron a 
una DO=O.4 a 550 nm, se probaron con los 
sueros monoespecfficos, por medio de la 
prueba de aglutinacion en tubo, dando un 
tftulo de anticuerpos de hasta 1 :256, sin 



encontrar reacciones inespecfficas. 
AI realizar la prueba con los mismos sueros 
pero con los antfgenos calentados a 56 C 
por 10 min en bano marfa. se observ6 un 
;}umenlo en el tftulo de anticuerpos de hasla 

a 3 diluciones en lodos los serotipos, 10 que 
dcmueslra que otros determinantes 
antigenicos fueron reconocidos despues de 
(;ste tratamiento (Cuadro 1). 
Estudio Bacteriologico. 
Se tomaron 145 muestras de pulmon de 
cerdo, las cuales se identificaron previamente 
para efectuarles el estudio bacteriologico 
correspondiente. Se logro aislar A. 
plfuropneumoniae en SOlO 25 muestras, 
I f)lSmaS que procedfan de diferentes estados 
rie la Republica, correspondiendo 17 a 
f;uimones de animales provenientes del 
(;;~iado de Michoacan y fl del estado de 
,Jdlisco. Las cepas aisladas fueron 
serotipilicadas con los sueros 
monoespecfficos, a traves de la prueba de 
aglutinaci6n nlpida en placa. 

De las 25 muestras positivas al aislamiento 
de A. pleuropneumoniae, se obtuvieron 
diferentes porcentajes para los serotipos 
probados, encontrandose 10 como serotipo 
1 (6.8%).3 del serotipo 4 (2°{,), 8 del serotipo 
5 (5.5%), 3 del serotipo 7 y 1 del 
serotipo 8 (0.7%). Cabe mencionar que el 
aislamiento de A. pleuropneumoniae en 
algunos casos fue de forma pura, yen otras 
con crecimiento de diferentes bacterias como 
P. mu/tocida. 

Estudio Serologico. 

Pruebas de aglutinacion. 

A las 145 muestras de sueros. S8 les 
practicaron las pruebas de ag!utinaci6n en 
tubo con 2-mercaptoetanol y dE) 

complemento. obteniendose :l1 sueros 
positiv~s para ambas prunbas. 10 que 
representa un 21 ,~1~0 de! tolal de ios suer;)c. 
De estos, 11 presentaron reacci6n especifica 
con el antfgeno del serotipo 1 (35.4%), 2 con 
antrgeno del serotipo 3 (6.4%), 3 con el 
antfgeno del serotipo 4 (9.7%), 9 con el 

CUADRO 1 
COMPARACION DE ANTIGENOS DE A. pleuropneumoniae 1. 2, 3, 4, 5, 6, 7 Y 8 


UTILIZANDO LA PRUEBA DE AGLUTINACION EN TUBO 


Ag Antigeno de celulas completas, 

AC Ag Antes de calentar a 56 c por 10 min. 

DC = Ag Despues de calentar a 56 C por 10 min. 


Los resultados se expresan como un recfproco del tituto de aglulinaci6n. 

(Mittal et 81, 1986 (21) 
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antfgeno del serotipo 5 (29%), 4 con el 
antfgeno del serotipo 7 (12.9%) Y 2 con el 
antfgeno del serotipo 8 (65%). 
Pruebas cruzadas. 

Prueba de 2-Mercaptoetanol. 

AI probarse los diferentes antfgenos de A. 
pleuropneumoniae todos reaccionaron con 
su serotipo hom610go, adviertiendose que 
los antfgenos manifestaron reacciones 
cruzadas. En el caso del serotipo 2, este 
reaccion6 frente al serotipo 5, y el serotipo 3 
manifest6 una reacci6n multiple con los 
serotipos 2, 6 Y 8, el antfgeno 5 respondi6 
con el serotipo 2, el 6 present6 una reacci6n 
cruzada con los serotipos 3 y 8; finalmente, 
para el antfgeno del serotipo 8 este reacciono 
frente a los serotipos 2, 3 Y 6 (Cuadro 2). 
Prueba de fUaci6n de complemento. 
Los resultados fueron los mismos que para 
la prueba anterior, observandose que la 
presencia de reacciones cruzadas fueron 
menores, el antfgeno del serotipo 3 reaccion6 
con el serotipo 8, y el antfgeno del serotipo 

8 reacciono con los sueros de los serotlpos 
3 y 6 (Cuadro 2). 
Los resultados obtenidos muestran a lra'J8s 
de la prueba de X2 Ui cuadrada) una alta 
correlacion (p < 0.01 l, entre los aislamientos 
obtenidos y los sueros positivos a las pruebas 
serol6gicas utilizadas en este estudio. 

DlSCUSION. 

Los antigenos elaborados en este trabajo 
presentaban problemas de aglutinacion 
pobre; esto se elimino tratando el antigeno a 
56 C por 10 minutos, pues existen informes 
que demuestran que el calentamiento del 
antfgeno parece remover antfgenos 
capsulares de la superficie (21, 7) Y expone 
en mayor grado los aglutin6genos que estan 
bajo la superficie; esto se logr6 reafirmar 
cuando se calentaron los antfgenos en 
estudio, y se observaron mejores resultados 
en la titulacion de los sueros, de hasta dos 0 
tres diluciones mas en las pruebas 

CUADR02 
RESULTADOS DE LAS REACCIONES CRUZADAS ENCONTRADAS EN LOS SUEROS DE 


CERDOS CON LOS ANTIGENOS DE A. pleuropneumoniae SEROTIPOS 1.2. 3, 4, 5, 6, 7 Y 8 


SUEROS NUMERO DE SUEROS POSITIVOS TAMBIEN A 
POSITIVOS SEROTIPOS 
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2-ME Aglutlnacl6n en tubo con 2-mercaptoetanol, sueros posltivos al serotlpo 1 con titulo 1: 16, lodos 
los demas serotipos 1:8 
(Mittal eta11984) (12). 
FC = Fijaci6n de complemento, sueros positivos can titulo 1:4 
(Goyette et all 986 (19), Hoffman 1989(20). 
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aglutinacion en tubo con 2-mercaptoetanol y 
fijacion de complemento; resultados muy 
semejantes a los obtenidos por Gunnarsson 
y colaboradores (22), quienes al calentar su 
antfgeno para la prueba de inmunodifusion, 
encontraron que los tltulos aumentaban y 
algunos negativos resultaban ser positiv~s. 
EI aislamiento y la caracterizacion de A. 
pleuropneumoniae es necesaria para excluir 
la presencia de cualquier otro agente como 
probable causante de neumonfa; ademas 
de poder determinar los serotipos 
prevalentes en la zona de estudio. 
Ciprfan y colaboradores (23) durante ocho 
meses (febrero a septiembre), observaron 
41,060 pulmones de cerdos de abasto, 
encontrando que todas las cepas de A. 
pleuropneumoniae que aislaron, fueron 
identificadas como serotipo 1. 
En este trabajo el principal serotipo aislado 
fue el 1; sin embargo, tambien se logro el 
aislamiento de los serotipos 4,5,7,8. Dlaz 
y colaboradores (3) ya habfan informado la 
presencia de estos serotipos en 9 estados 
de la Republica; cabe mencionar que los 
pulmones de donde se obtuvieron los 
aislamientos provenian de cerdos con 
pleuroneumonfa, por 10 que se obtuvo un al 
to porcentaje de aislamientos (88%). Los 
serotipos encontrados en mayor porcentaje 
fueron el 1 y 5, informandose por primera 
vez el serotipo 8; sin embargo, esto fue a 
partir de pulmones de cerdos con 
pleuroneumonfa provenientes de granjas 
con problemas neumonicos. 
EI hecho de que en cerdos de abasto se 
haya logrado el aislamiento de estos 
serotipos, nos sugiere que el movimiento de 
animales de importacion ha traido como 
consecuencia la introduccion de nuevos 
serotipos que no se habian informado. 
En las pruebas serologicas se encontro que 
el mayor numero de sueros positivos fueron 
contra los serotipos 1 y 5, siendo estos los 

los aislamientos se encontro que los que 
tienen mayor proporcion son estos mismos 
serotipos. Por otro lado se ha informado, 
que en infecciones naturales existe reaccion 
cruzada, encontrandose tambien esto en 
este trabajo, entre los serotipos 1. 3, 5, 8. 
(21). En estetrabajo seconfirmola presencia 
del serotipo 8; sin embargo, no se logro 
aislar el serotipo 6. EI mayor numero de 
aislamientos se encontro en los pulmones 
de los animales que proven fan de los estados 
de Michoacan, y se encontraron en mayor 
proporcion el serotipo 1 y 5, esto concuerda 
con los resultados obtenidos por Diaz y 
colaboradores (3). Otra posibilidad es que 
se trate de reacciones cruzadas ya que se 
ha encontrado que los antigenos del serotipo 
1 son parecidos a los antfgenos del serotipo 
5 (19, 24). 
Todos los ani males sacrificados en este 
rastro son procedentes de los estados de 
Michoacan y Jaliseo, 10 que sugiere la 
presencia de varios serotipos en el area de 
mayor produceion porcieola en Mexico (3, 
23). 

CORRELATION BETWEEN THE SEROTYPING OF 
Actinobacillus pleuropneumoniae AND ITS ISOL.A· 
TION FROM SLAUGHTER PIGS. 

SUMMARY 

One hundred and forty five lung and blood samples were 
collected from slaughter pigs. Isolation of A. 
pleuropneumoniae from lung tissue was attempted and the 
isolates were typed by agglutination test with monospecific 
sera. Serum samples from the same animals were analyzed 
by 2-ME agglutination and complement fixation tests. Anti· 
bodies were detected in 31 sera and it was possible to 
isolate A. pleuropneumoniae in lung tissue samples from 
25 of these animals. In this way, infection was confirmed in 
81 % of the seropositive animals. From the 25 isolates 10 
were identified as serotype 1 (40%), 3as serotype 4 (12%). 
8 as serotype 5 (32%), 3 as serotype 7 (12%) and 1 
serotypo 8 (4%). The 31 positive serum samples reacted 
with these strains. Analysis of the results by X' test indio 
cated high correlation between serology and isolation of A. 
pJeuropneumoniae, 

principales causantes de la infeccion en 
KEY WORDS. Actinobacillus pJeuropneumoniae,Estados Unidos de Norteamerica y Canada 
Serotyping, Isolation. 

(7,24). Relacionando estos resultados con 
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