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INTRODUCION
La pleuroneumonia producida por Actinobacillus
pleuropneumoniae (APP) es una de las enfermedades que
causa importantes pérdidas econdémicas en la
porcicultura. Se calcula que en EUA el impacto de la
enfermedad es de mas de 30 millones de dodlares
anuales'. Los signos clinicos en animales afectados son:
disnea, tos, anorexia, depresion, fiebre y algunas veces
vomito; y cuando la infeccién es cronica se caracteriza
por tos y pleuritis®. La prueba de Reaccién en Cadena de
la Polimerasa (PCR) ha demostrado ser sensible y
especifica para detectar de manera rapida agentes
patogenos a partir de muestras de tejido’, por ello el
objetivo de esta investigacion fue detectar la region
anatomica pulmonar a partir de la cual se obtiene mejor
resultado para el diagnostico de APP mediante PCR.

MATERIAL Y METODOS

Se obtuvieron muestras de 1 cm’ de cada l6bulo
pulmonar (en total 7) a partir de 10 cerdos con problemas
sugerentes a APP. Las muestras se identificaron de la
siguiente forma: Lobulo (L) anterior izquierdo #1,
anterior derecho #2, intermedio izquierdo #3, intermedio
derecho #4, posterior derecho #5, posterior izquierdo #6
y accesorio #7. El DNA bacteriano se obtuvo a partir de
10 mg de tejido mediante el kit QIAamp DNA Minikit
(QIAGEN®™) siguiendo las recomendaciones del
fabricante. Para la PCR se utilizaron los “primers”
disefiados para identificar APP bajo el siguiente
protocolo: 94°C X 5 min de desnaturalizacion inicial y
35 ciclos de 94°C X 30 s, 56°C X 30 sy 72°C X 2 min, y
una elongacion final de 72°C por 5 min®. Los fragmentos
amplificados se visualizaron por electroforesis en gel de
agarosa al 1.0%, con buffer TAE y tinciéon con bromuro
de etidio (10 pg/ ml) en busqueda de una banda de 1000
pb. Adicionalmente se realiz6 aislamiento bacteriano de
las muestras para identificar presencia de APP.

RESULTADOS
Las muestras positivas por PCR a APP dieron la banda
esperada de 1000 pb en el electroferograma (Figura 1).
El 90% de los cerdos fueron positivos a APP mediante
PCR y so6lo el 60% con aislamiento bacteriano (Tabla 1).

Tabla 1. Comparativo entre aislamiento bacteriano y

PCR para APP.
Signos| Aislamiento PCR
# Cerdo AigPP bacteriano | (Lébulos +)
1 + - + (37
2 + + + (3/7)
3 + + + (3/7)
4 + + + (3/7)
5 + + + (4/7)
6 + + + (4/7)
7 + + + (1/7)
8 + + (5/7)
9 + +Q7)
10 + - - (0/7)
TOTAL 100 % 60% 90%

Figura 1. Electroferograma del PCR de APP.

MPM = Marcador de Peso Molecular

En todos los lobulos pulmonares se logro identificar APP,

aunque las frecuencias fueron diferentes en cada animal, los

resultados de cada muestra se observa en la tabla 2.

Tabla 2. Frecuencia de positivos y negativos por PCR en cada
l6bulo por cerdo.

L Cerdo

1 {23 (4|(5|6|7|8]|9]10]| Total
1|+ - -|-|+|+]+|+]+] - 6
20 - |+ |+ -|+]+]-|+]- - 5
3 - |+ |+ -+ -1]-|++] - 5
4 1+ | -+ |+ -1]-1]-1+]- - 4
S|+ |+ | - - -+ -+ - - 4
6 - - -+ |+ - - - - - 2
7 - - -+ -+ - - - - 2

3 /3|3 (3|4|4|1]|5(2]0

DISCUSION

Los resultados muestran que en los l6bulos anteriores (11/20)
e intermedios (9/20) se obtuvieron mas positivos, mientras
que en el caudal y accesorio hubo menor frecuencia (2/20); lo
cual contrasta con Straw et al, 1999, quien refiere que los
16bulos principalmente afectados en una infeccion por APP
son los caudales. La PCR tuvo mayor sensibilidad (90%) en
comparacion con el asilamiento bacteriano (60%) para
detectar animales positivos con signologia clinica en campo.
Es importante mencionar que la PCR detecta material
genético, por lo tanto aunque las bacterias no sean viables
para montar una infeccion la técnica puede identificarlas.
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