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Actinobacillus pleuropneumoniae puede ser clasificado en
12 serotipos o puede ser no tipificable (5).

La distribuicién de serotipos varia de pais a pais y ain
entre las diferentes zonas de un pais, la serotipificacidn
rutinaria del aislamiento de cepas de campo es muy importante
ya gue el patrdn de serotipos puede cambiar.

Una de las rutas para provenir y eliminar la
pleuropneumoniaporcina es el desarrollo de vacunas efectivas
Y seguras, dichas vacunas deberan basarse en el patrén de
serotipos de cada regiédn.

Una gran cantidad de pruebas seroldégicas se han
desarrollado para 1la tipificacién de A. pleuropneumoniae
incluyendo inmunofluorescencia, aglutinacién en placa,
aglutinacidn en tubo, coaglutinacidn, inmunodifusién,
hemoaglutinacidén indirecta, ELISA y aglutinacién en latex
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El objetivo de este trabajo fue evaluar la
coaglutinacién y 1la hemaglutinacidén indirecta para la

serotipificacién de A. pleuropneumoniae.
HATERTAIL Y METODOS

Cepas - El1 aislamiento de las cepas se realizdé a
partir de pulmones de cerdos con lesiones neoménicas, la cara
interna de un trozo de pulmén obtenido estérilmente fué
inoculado en una placa de agar sangre cruzando el cultivo con
una estria de la cepa nodriza de S. aureus. Las cajas se
incubaron aa 37"c¢ durante 24 hrs. en condiciones de
velobiosis, las colonias sospechosas fueron resembradas para
purificarlas. La identificacion se llevdé a cabo utilizando
técnicas bacteriolégicas standar: tincidén de Gram. ureasa,
carbohidratos como manitol y xilosa (+), traelosa (-), indol
(=) v crecimiento a los lados de la cepa nodriza. Después de
su identificacidén se inoculé agar casoy* adicionado de 10% de
suero equinc y 0.025% de NAD con cada una de las cepas, el
crecimiento fue cosechado en leche descremada estéril y se
conservé a - 70"c para su tipificacién.

Coaglutinacién.- La preparacién de 1los antisueros,
reactivos y antigenos fue realizada de acuerdo con el método
de Mittal (3).

Una gota de ractivo de coaglutinacidén fue mezclada en un
portaobjetos con un volumen igual de la suspencidén bacterian
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0 de su extracto salino. La mezcla fue homogeinizada con un
aplicador de madera. El1 portaobjetos fue examinado teniendo
como contraste una superficie obscura y se consideré negativo
si la aglutinacién no ocurrié dentro de 1los primeros 4
minutos. Una reaccién positiva se caracterizé por una
aglutinacién clasica ocurrida normalmente a los pocos
segundos.

Hemaglutinacién indirecta.- De cada cepa s& prepard una
suspensidén bacteriana se calenté a 56"C por 30 min. y se
centrifugdé a 4500 rpm por 20 min. El1 sobrenadante se uso como
antigeno. Volumenes iguales del antigeno diluido 1:10 PBS y
de una solucién al 4% de gldbulos rojos de ovino, se
mezclaron e incubaron a 37"C por 90 min. Los globulos rojos
ya sensibilizados se lavaron tres veces y se resuspendieron
en PBS a una concentracidén del 1%.

Los anticuerpos heterdéfilos se obsorvieron usando
gldébulos rojos no sensibilizados ala 4% Se prepardé una
serie de diluciones dobles ae los sueros desde 1:10 hasta 240
en microplacas con fondo en "U" usando un volumen de 0.05 ml
Se agregd el mismo volumen de gldébulos rojos sensibilizados
al 1% en cada pozo de la placa. Las placas se agitaron y se
dejaron a temperatura ambiente por 2 horas. El1 de expreséd
como maxima dilucidén del suero mostrando un sedimento plano
en comparacién con el control negativo que mostré el boton de
glébulos rojos sedimentados.

RESULTADOS

Se aislaron 42 cepas de A. pleuropneumoniae de los
pulmones neuménicos de cerdo. '

Todas las cepas fueron serotipificadas por ambos métodos
19 cepas (45%) fueron clasificados de comin acuerdo por las
dos técnicas, trece permanecieron al serotipo 1, cinco al
serotipo 5 y una serotipo 4. Ocho cepas poliaglutinaron al
usar coaglutinacidén pero fueron clasificadas en el serotipo 1
por la hemoaglutinacidén indirecta, aunque con titulo bajo.

El 7.1 % de las cepas (3) fueron colocadas en diferentes
serotipos por cada una de las pruebas usadas.

Finalmente once cepas fueron no tipificables por
la hemoaglutinacién indirecta y clasificadas en diferentes
serotipos por la coaglutinacién. :

D= SCoU-S=F0O=-N

En un estudio Mittal (4) reporté que los antigenos
particulares de suspensiones celulares del serotipo 6
tratadas con calor dieron lugar a reacciocnes cruzadas con
casi todos los serotipos. En contraste, los antigenos de
superficie de suspenciones celulares no calentadas sélo
cruzaron antigénicamente con los serotipos 3, 5, y 8. Si al
calentar las supensiones celulares, se aumenta 1la
antigenicidad cruzada con casi todos los serotipos, esos
antigenos comunes podrian ser especie especificos y fueron
principalmente estables al calor. Ademds, pueden ser parte de
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los antigenos subcapsulares los cuales estan
fuertemente adheridos a la pared celuiar y por lo tanto no
difunden libremente : :

Estas afirmaciones coiciden con las hechas por Fenwich 4
Osburn (1) quienes reportaron que los lipopolisacdridos de
A  pleuropneumoniae poseen antigenos gue son especie
especificos y serotipo especifico, mientras gque los antigenos
capsulares eran serotipos y/o cepa especificos.

En el presente estudio los resultados de la
coaglutinacién v de lahemaglutinacién indirecta no
coincidieron en 14 ocasiones (33%).

Una de las posibles explicaciones del desacuerpo puede
basarse en la deteccién de diferentes antigenos por cada u. =
de las pruebas, ya que para la realizacién de 1la

coaglutinacén generalmente se wutilizan suspensiones de

células completas, por lo que los antigenos que se detectan
principalmente son especie y serotipo especificos, en cambio
los antigenos usados en la hemoaglutinacién indirecta son de
tipo capsular o sea serotipo y/o cepa especificos.

Lacoaglutinacién no requirié de eguipo de laboratorio
sofisticado, fué sencilla de realizar y rapida, sin embargo
las cepas que poliaglutinan no pueden ser tipificadas y en
ocasiones los resultados son dificiles de interpretar debido
a la consistencia grumosa tanto del antigeno como del
reactivo de Staphylococcus.,

Por otra parte la hemaglutinacién indirecta requirié de
mas equipo y consumié mas tiempo que la coaglutinaciodn, pero
fue mas facil de interpretar y los resultados se
cuantifican al emitirse el titulo de la reaccién dando lugar
a la mejor identificacién de un serotipo en el caso de
reacciones cruzadas las que por lo general son menos gue con
coaglutinacidn.
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