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INTRODUCCION
La Pleuroneurionia Contagiosa Porcina (PCP) es una enfermedad devastadora, produce en los cerdos susceptibles una alta
mortalidad y pérdidas econédmicas, debido a una pobre conversién alimenticia en los animales infectados cronicamente. La

enfermedad puede variar desde un curso hiperagudo hasta el crénico, en donde la lesién aguda caracteristica es una neumonia -

hemorragica necrosante, asociada a una pleuritis fibrinosa y mientras que la lesién crénica se distingue por un tejido pulmonar
consolidado, infartado y encapsulado (3,7)s.

En México se ha reportado la presencia de los serotipos 1,2,3,4,5,6,7,8.9 de Actinobacillus pleuropneumoniae predommando
el serotipo 1. Por otro lado, se han identificado tres distintos tipos de citotoxin~s en actinobnacillus pleuropenumoniae:
Citolisinal (antes Cly I, hoy Apxl), Citolisina Il (antes Cly Ii, hoy APX I} y Citolicina lll (antes Cly [il, hoy APXil). Se haencontrado
que la citolisina | la producen los serotipos 1,5,9,10 y 11; la citolisina Il es escretada por todos los serotipos excepto el10'yla
citolisina Il solo la producen los serotipos 2,3,4,6,3 y 12

Paraeldiagnéstico seroldgicodela PCP secuentacon las siguientes pruebas: agluti naclén , aglutinacién con particulas de latex,
aglutinacién entubo con 2-mercaptoetanol, hemoaglutinacién indirecta, fijacién de complementoy pruebade ELISA. serequiere
de personal especializado para realizarlas.

En México se ha desarrollado una prueba de diagnostico denominada PLEUROTEST para la deteccion de anticuerpos contra
los serotipos 1,3,5y 7 de Actinobacilius pleuropneumoniae siendo una pruebade aglutinacién rapida que es empleadaen campe
de rutina.

En la actualidad se ha desarrollado pruebas para la deteminacion de anticuerpos en contra de las citolisinas. La prueba de
inhibicion de lahemolisis en agar sangre (BAHIA) consisteen neutralizar las citolisinas que producen las cepas de Actinobacillus
pleuropneumoniae por un suero de un animal infectado; cerdo que previamente han sido expuesté a PCP y cuyo suero posee
anticuerpos en contra la o las citolisinas. La lectura de esta prueba es positiva ¢cuando la hemloisis se ve inhipida en las placas
de agar sangre, por lo tanto el animal esta infectado (o varunado con inmunégenos a base de citolisinas) y la prueba es negativa
cuando la hemclisis se presenta en las placas de agar sangre, lo que nos sugiere que el animal no ha sido infectado.
Lapruebadeinhibiciéonde lacitolisinaen un soporte liquido consiste en realizar diluciones dobles del sueroen un bufferdefinido
adicionando un extracto crudo de citolisina y adicionando una suspencidn de eritrocitos de carnero y se determind el titulo de
anticuerpos a la dilucion mds alta de suero que inhibe la actividad de la citolitica sobre los giébulos rojos.

El obietivo del presente trabaio es la comparcion de dos pruebas para determinar la presencia de anticuerpos.

MATERIALES Y METODOS

Sueros: Se trabajaron los sueros de animales vacunados {(semana 6 y 14) y no vacunados previamente de 2 granjas.

Se tomaron muestras de sangre de los mismos animales, a las edades de 6, 8,11 y 13 semanas, en el casode lagranjadel Estado
de Jalisco, y en el caso de los animales de la granja del estado de Michoacan a las 6, 8, 14 y 16 semanas, considerandose el
sangrado basal de la semana 6 para la determinacién de anticuerpos.

En los 4 muestreos de la granja del Estado de Jalisco se recolectaron 209 sueros y de la granja del Estado de Michoacéan se
recolectaron 219 sueros, a los cuales se les determinaron los titulos de anticuerpos contra la citolisina Apxl por la prueba de
Inhibicién de Ila Hemolisina (IH). Ademas, los sueros se sometieron a la prueba de PLEUROTEST para diagndsticar los serotipos
de A. pleuropneumoniae.

La hemolisina para la prueba de IH se obtuvo de acuerdo a la técnica descrita por Maudsley y Kadis (1986) que se resume a
continuacion:

Se prepara un cultivo de 6 hrs. de Actinobacillus pleuropneumoniae en medio liquido suplementado con extracto de levadura
fresca, se separé la biomasa por centrifugacién conservandose el sobrenadante en el cual se encontré la hemolisina.
Posteriormente, se concentré y purificé parcialmente por medio de una membrana de esclucién de pesos moleculares
tabajandose con la fraccién retenida la cual contenia la hemolisina Apx |, conservandose a -70 °C o con la adicién de un inhibidor
de proteasas {leupeptin) hasta el momento de su empleo en las pruebas seroldgicas.

El desarrollo de la prueba de IH se realizé de acuerdo a la técnica decrita por Udeze y Kadis (1992).

RESULTADOCS Y DISCUSION.

En la granja de Michoacén, con la prueba de aglutinacién se identificaron anticuerpos maternos hacia los serotipos 1y 5 de A.
pleuropneumoniae en la semana 6, mientras que en lasemana 16 se identificaron anticueroos propios del cerdo hacia el serotipo
1 (ver gréfica 1); en el caso de los anticuerpos inhibidores de la hemolisina de los grupos no vacunado y vacunado tuvieron el
mismo comportamiento, asi en la semana 6 tuvieron 2.2 (log 10) hasta 2.8 (log 10) en la semana 16 (grafica 1). En ia granja de

82

AR AL AL LA AL LA bbb bbb bbbl bbb bbb d bbb b b bbb bbbl bahddl



Jalisco, no se detectaron anticuerpos contra los serotipos trabajados con PLEUROTEST, solo en la semana 11 se detectaron
los serotipos 1y 7 de A. pleuropneumoniae, mientras que en la semana 13 solo se detecto el serotipo 1 (grafica 2); en el caso
de los anticuerpos inhibidores de la hemolisina de los grupos vacunados (I/M y S/C), solo hubo un aumenté de anticuerpos (en
la semana 8: 3.6 loglO) en los animales vacunados por via S/C; en los todos los grupos tivieron el mismo comportamiento en
la semana 6, 11 y 13 (gréafica 2). Con la prueba de aglutinacién se estan detectando anticuerpos infectantes de animales que ya
tienen los pulmones dafiados (ademas de que esta identificando al serotipo), lo que probablemente este sucediendo enlasemana
16 {Michoacan) y semana 11y 13 (Jalisco), mientras que los resultados que se muestran con la prueba de inhibicién de la
hemolisis, la infeccion posiblemente este ocurriendo en la semana 14 (Michoacan) y semana 8 y 11 {Jalisco), graficas 1y 2.
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