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La vida de un Gran Hombre, Maestro y Amigo

Carlos tuvo una carrera pro-
fesional distinguida por sus logros
en muchos niveles, recibid su grado
de Médico Veterinario Zootecnis-
ta de la Facultad de Medicina Ve-
terinaria y Zootecnia (FMVZ) de la
Universidad Nacional Autbnoma de
México (UNAM), cursé su doctora-
do en la Universidad de Surrey en
Inglaterra, y realizé un Diplomado
en Bacteriologia en la Universidad
de Londres graduandose siempre
con altos honores.

Carlos fue un excelente in-
vestigador que inicid sus proyectos
en la microbiologia de las enferme-
dades que afectan al cerdo, enfo-
candose en los patégenos respiratorios. También
realizd estudios sobre el efecto del medio ambiente
en la salud animal y en proyectos de bienestar animal.
Mas adelante tomé el liderazgo en la erradicacion de
enfermedades como una opcion para aumentar la
rentabilidad de la Industria Porcina. Fue fundador del
Centro de Erradicacién de Enfermedades del Cerdo
de la Universidad de Minnesota, en Estados Unidos.

Recibidé numerosos reconocimientos por sus in-
vestigaciones y también fue reconocido por sus alum-
nos como el mejor profesor de la catedra de cerdos.
Tuvo en su haber varios libros de medicina porcina,
mas de 150 publicaciones en revistas profesionales e
incontables intervenciones en congresos nacionales
e internacionales

Formd a muchos veterinarios tanto de mane-
ra formal en las aulas de las universidades como en
su diario caminar por las granjas porcinas. Con ese

entusiasmo que lo caracterizo lo-
gré que mas de 40 estudiantes de
todo el mundo obtuvieran un titulo
de maestria, doctorado o post-
doctorado. Su influencia lleg6 a to-
dos los rincones del mundo donde
se producen cerdos, de manera
muy particular en México, Centro
y Sudameérica, Estados Unidos y
Espana.

Carlos pugno para que la in-
vestigacion no se quedara solo en
las aulas o en el laboratorio sino
que llegara a los productores con
el objetivo final de solucionar sus
problemas para que permanecie-
ran rentables y en procesos de ex-
pansion. Claros ejemplos de este compromiso son su
participacion en promover la produccion de alta cali-
dad genética y salud, su vision futurista que nos per-
mitid conocer los programas porcinos de integracion
vertical, su participacion activa en el establecimiento
de varios centros de diagnostico en Latinoamérica y
su mas reciente colaboracion fue la propuesta del pro-
grama de control y erradicacion del Sindrome Repro-
ductivo y Respiratorio del Cerdo en varios estados de
la Republica Mexicana.

Todos los que tuvimos la oportunidad de convi-
vir con Carlos conocimos sus miltiples aficiones como
carpintero, gran conocedor del arte, observador de
pajaros, y coleccionista de camaras y mascaras. Para
muchos de ncsotros Carlos no fue solo el veterinario,
el profesor, el profesionista, el mentor, sino también
el amigo que nos brindd un ejemplo de superacion,
trabajo arduo, ético y profesional, y de manera muy
especial sus consejos y apoyo incondicional.
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CONTROL DEL VIRUS DE PRRS.
Reg. SAGARPA B-4579-031

Incorporacién de nuevos aislamientos de campo.
Ampliacion de programas de-utilizacion.
Tecnologia desarrollada por IASA.

Ofrece una amplia proteccién’€ontra todas las
variedades del PRRSV.

Contiene una gran cantidad de anticuerpos
neutralizantes contra el PRRSV.







Actinobacillus pleuropneumoniae: todavia un patégeno de actualidad

M. Gottschalk', DMV, PhD, Profesor titular

' Facultad de Medicina Veterinaria, Universidad de Montreal, 3200 Sicotte, St-Hyacinthe,
Québec, Canada, J2S 2M2,

marcelo.gottschalk@umontreal.ca

Introduccion

La pleuroneumonia porcina causada por Actinobacillus pleuropneumoniae (App) es una
enfermedad contagiosa que se encuentra distribuida en todo el mundo causando
importantes pérdidas econdmicas'. Los signos clinicos principales en la fase aguda de la
enfermedad son anorexia, depresion, fiebre, tos, disnea y/o polipnea y a veces vomito.
La enfermedad puede progresar rapidamente y la muerte puede ocurrir en pocas horas.
Siendo, en algunos casos, el hallazgo de cerdos muertos el primer indicio de la presencia
de App. La enfermedad también puede manifestarse bajo la forma crénica, donde los
signos clinicos son menos evidentes, pero las pérdidas de produccion y las lesiones al
rastro (asi como adherencia, pleuritis y abscesos pulmonares) son comunmente
observadas. Por ultimo, en muchas explotaciones el App esta presente en forma
subclinica. Esto ocurre de manera frecuente en granjas convencionales afectadas no solo
con diferentes serotipos de baja virulencia (véase mdas adelante), sino también con
serotipos de alta virulencia. En este ultimo caso, pueden surgir brotes en la presencia de
enfermedades concomitantes o como consecuencia de cambios de manejo en la piara'.
Por consiguiente, la identificacion temprana de granjas infectadas de forma subclinica es
crucial para el control de la enfermedad donde los animales portadores son una de las
fuentes principales de transmision entre los animales. La apariciéon de la enfermedad
clinica en estos brotes esta relativamente bien controlada en Estados Unidos y Canada,
pero sigue siendo un problema en varios paises de Latino-América, El Caribe, Asia y
Europa. El destete precoz, practicado en sistemas de produccion multisitios, ayuda en
muchos casos a controlar la enfermedad clinica en América del Norte. De hecho, en
Canada y Estados Unidos, dinero y esfuerzo han sido principalmente dirigidos hacia el
monitoreo de las infecciones subclinicas en las granjas de reproductores y en el
mantenimiento de granjas libres sea de los serotipos virulentos mas comunes de App
(granjas comerciales convencionales) o de todos los serotipos de App (granjas de alto
nivel sanitario o “SPF”). Casos clinicos han sido observados ocasionalmente en granjas
SPF de alto estatus sanitario, infectadas con serotipos menos virulentos (observaciones no
publicadas). La estandarizacion y aplicacion de nuevas herramientas de diagnostico ha
tenido un gran impacto en el diagnostico, control y eliminacion de estas infecciones
subclinicas. Durante mis 25 afios de experiencia en esta enfermedad, he estado expuesto
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de manera frecuente a situaciones donde veterinarios experimentados han tenido que
tomar decisiones dificiles concernientes al estatus de App de granjas, particularmente en
ganados multiplicadores y nucleos. Excepcionalmente, algunas de estas situaciones
terminan en tribunales de justicia. ;Sin embargo, existe una forma de reducir las
probabilidades de que esto pase, y ayudar a los médicos veterinarios a tomar la decision
correcta? Este documento tratard de abordar las preguntas mas formuladas y relevantes
del tema.

Una corta introduccion sobre el agente etiologico

App puede ser clasificado en base a sus caracteristicas de crecimiento in vitro y sus
requerimientos por el factor V (NAD) en 2 biotipos, biotipo I (NAD-dependiente) et
biotipo II (NAD-independiente). Este dato es mas importante para los expertos en
diagnostico que para los médicos veterinarios. Sin embargo, estos tltimos deben tener en
cuenta que las cepas clasificadas como biotipo 11, a veces reportadas como App atipicas,
pueden causar problemas clinicos sobre el terreno’. Ocasionalmente, estas cepas no
pueden ser aisladas en animales portadores con la utilizacion de procedimientos que han
sido estandarizados para la deteccion de cepas tipicas del biotipo I. De hecho, estas cepas
del biotipo IT no presentan los patrones tipicos de crecimiento observados en el biotipo I
de App (bien conocidos por la mayoria de veterinarios) y las colonias son semejantes a
las de Actinobacillus suis, que viene a complicar el diagnostico de casos clinicos. En este
momento, tenemos 15 serotipos reconocidos (segiin la composicion del polisacarido
capsular) de App. De estos, los serotipos del 1 al 12 y el 15 han sido descritos como
biotipo I de App, y los serotipos 13 y 14 como atipicos del biofipo II. Algunas cepas de
los serotipos 2, 4, 7 0 9 pueden clasificarse también como atipicas del biotipo 11, descritas
principalmente en Europa’. Para complicar ain mas las cosas, hay excepciones que
pueden producirse. Como por ejemplo, las cepas del serotipo 13 del biotipo I (App tipica)
que han sido recientemente aisladas en Canada y EE.UU. Algunos serotipos comparten
antigenos comunes (a nivel de los LPS). Estos antigenos son actualmente usados en
pruebas serolégicas (véase mas adelante) y clasificados en grupos seroldgicos: serotipos
1,9y 11; serotipos 3, 6, 8 y 15; serotipos 4 y 7. La diferencia del serotipo 5 en 5a y 5b no
tiene ninguna aplicacion practica (diferencias antigénicas minimas) y ambos tienen un
potencial de virulencia similar. Algunas cepas que no se pueden tipificar (del biotipo I y
el biotipo II) también han sido aisladas de casos clinicos en EE.UU. y Europa (resultados
no publicados). Sin embargo, estas cepas no tipificables son extremadamente raras;
ademas, mucha precaucion debe tomarse cuando algunas de ellas son aisladas de cerdos
clinicamente sanos, ya que pudieran ser especies diferentes de App (véase mas adelante).
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1. ;Estan los serotipos virulentos de App distribuidos geograficamente igual?

La respuesta es NO. Esto es muy importante, ya que la vigilancia seroldgica para detectar
los animales infectados subclinicamente, debe normalmente ser dirigida hacia los
serotipos més importantes en un pafs o continente dado. ;Pero, cuiles deben ser
considerados como "los serotipos més importantes"? Este es uno de los muchos aspectos
incomprendidos de esta infeccion: a pesar del comercio internacional, algunos de los
serotipos virulentos de App persisten en un continente y estdn ausentes en otros. La
prevalencia de un serotipo debe ser estrechamente asociada a los serotipos aislados de los
animales enfermos. Por App, los serotipos que son altamente prevalentes por serologia
(animales infectados subclinicamente) son a menudo diferentes de esos que son
frecuentemente aislados de los animales enfermos, como recientemente se demostrd en
Canada *. Ademas, algunos serotipos son "altamente contagiosos" (véase més adelante),
algunas granjas positivas son detectadas facilmente por serologia, mismo cuando una
cantidad pequefia de animales por granja es evaluado. Los médicos veterinarios deben
interpretar cuidadosamente los resultados de "prevalencia" publicados en la literatura.
También, la mayoria de estudios no distinguen las cepas aisladas provenientes de granjas
diferentes de un mismo sistema piramidal: una misma cepa serotipada varias veces en el
mismo sistema puede cambiar la verdadera prevalencia de un serotipo asociado a la
enfermedad en un drea determinada. Por tltimo, datos confiables de serotipos asociados a
casos clinicos quedan perdidos (o son viejos) en muchos paises. Esta informacién debe
ser accesible, puesto que cualquier medida de control que el pais quisiera tomar, debe ser
basada en los serotipos més importantes de cerdos clinicamente afectados.

Tabla 1: Serotipos de App mds cominmente asociados a la enfermedad en diferentes

areas (pueden existir ciertas excepciones)

Area Serotipos
Norte América 5,7, (1)
Latino América” y el Caribe” 1,5,7,3-6-8° 12
Europa 2,9,11,3-6-8°¢, 8% 5, (4)°
Asia 2,9,1
Australia 15,1

“ Frecuentemente el serotipo mas extendido, también es rapido a aislar de animales
enfermos
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®Datos disponibles en pocos paises. La mayoria de las cepas recibidas de Mexico en mi
laboratorio pertenecen a serotipos 1,5, 7y 15

¢ Reaccion cruzada: dificil a diferenciar

4 PCR confirmado: Reino Unido

¢ Solo Espafia, raro en otros paises

Finalmente, existen serotipos que son considerados con una virulencia de baja a
moderada en la mayoria de los paises (serotipos 3, 12, 10, 14). Los serotipos 10 y 14 no
han sido aislados en la mayoria de los paises y son extremadamente raros. El serotipo 12
puede causar la enfermedad clinica pero la mayoria de las veces no es el causante de
brotes epidémicos. El serotipo 3 siempre ha sido considerado como un serotipo de baja
virulencia. Es curioso como el Reino Unido fue el tnico pais que reporté que la mayoria
de los aislados provenientes de animales enfermos corresponden con este serotipo.
Recientes investigaciones, utilizando técnicas de PCR, demostraron que estos aislados
eran en realidad serotipo 8 y no serotipo 3, confirmando de esta manera datos previos
sobre la baja virulencia del serotipo 3°. Ademas, estos datos confirmar la dificultad de
diferenciar los serotipos 3, 6 y 8 con el método de serotipificacion.

2. ;Todas las cepas de un serotipo dado presenta la misma virulencia?

La respuesta es NO. Como se puede observar en la tabla 2, aislados de un mismo serotipo
pueden variar en su virulencia, a veces dependiendo de su lugar de origen. Animales
infectados experimentalmente con el serotipo 2 de cepas francesas de App, manifestaron
signos clinicos pocas horas post-inoculacién y una alta mortalidad. Animales infectados
con cepas canadienses del mismo serotipo no presentaron ningin signo clinico, ni tan
siquiera fiebre. Este es un ejemplo evidente de la diferencia entre dos grupos de cepas del
serotipo 2: las cepas europeas producen las toxinas ApxIl y ApxIIl, mientras que las
cepas canadienses (y EE.UU.) producen ApxII solamente. Sin embargo, no estd
completamente aclarado si tal diferencia puede explicar la falta total de virulencia. Mas
interesante aun, los animales infectados con la cepa canadiense fueron completamente
protegidos contra la cepa francesa en un segundo desafio (resultados no publicados). Por
otra parte, cepas del serotipo 4 son descritas como altamente virulentas en Espafia, pero
no es asi en la mayoria de los otros paises donde esta reportada. Cuando se compararon 2
cepas aisladas de animales clinicamente sanos en Canada ({nicas cepas aisladas hasta
ahora en Norte América) con las cepas espafiolas, no se pudieron detectar diferencias en

cuanto a la produccién de toxinas ni en cuanto a caracteristicas antigénicas (resultados no
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publicados). No obstante, infecciones experimentales con ambos tipos de cepas y en
paralelo no han sido efectuadas hasta ahora. Finalmente, cepas del serotipo 15 en
Australia son consideradas como importantes desde el punto de vista clinico, pero son

aisladas ocasionalmente de casos puntuales (y no endémicos) en otros paises, como
Canada, EE.UU., México, Jap6n y Brasil.

Tabla 2. Ejemplos de la variabilidad en virulencia de cepas de App de un mismo serotipo

aislado en diferentes zonas geograficas

Serotipo Origen Virulencia

2 Europa/Canada Alta/baja

4 Espafia/Canada Alta/baja

15 Australia/otros | Alta‘moderada

Por tltimo, aunque la mayoria de cepas de un serotipo dado de un 4rea geografica
especifica pueden tener un mismo potencial de virulencia, pueden darse algunas
excepciones. Cepas del serotipo 1 de App, confirmadas genéticamente, aisladas en
Canada de animales sanos fueron incapaces de producir la enfermedad en una infeccién
experimental en animales susceptibles (resultados no publicados).

3. ;El nivel de virulencia est4 siempre relacionado con la presencia de toxinas?

Sin duda alguna, las toxinas Apx constituyen los factores de virulencia mas importantes
de App. Sin embargo, ellas no son los Gnicos. Estd claro que la presencia de ambas
toxinas, Apxl y ApxIl, generalmente confieren un nivel de virulencia importante a las
cepas de los serotipos 1, 9, 11 o 5. No obstante, esto no es siempre lo que ocurre. Algunas
de las cepas no virulentas del serotipo 1 de Canad4, mencionadas anteriormente, carecen
de genes responsables de la produccion de toxinas (ApxI), pero otras posefan estos genes
que codificaban para ambas toxinas (ApxI y ApxII). Por tanto, otros factores (hasta ahora
no caracterizados) pueden tener un impacto en la virulencia de cepas. Otro ejemplo es la
comparacion de los serotipos 12 y 7. Ambos serotipos producen solamente ApxIl; sin
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embargo, las cepas del serotipo 7 son més virulentas que esas del serotipo 12. El serotipo
7 es, en efecto, el segundo serotipo mas frecuentemente aislados de animales enfermos en
Canada en los ultimos afios (resultados no publicados). Del mismo modo, el serotipo 10
fue originalmente (y erréneamente) reportado como altamente virulento, basado en la alta
produccion de la toxina hemolitica ApxI y la virulencia evaluada en un modelo de ratén.
Sin embargo, de acuerdo a mis conocimientos, este serotipo nunca ha sido aislado de
casos clinicos en Norte América y los reportes sobre los aislamientos de animales
enfermos, en otros paises, no son claros. Ademds, no se ha podido reproducir la
enfermedad en animales infectados experimentalmente con estas cepas (resultados no

publicados).

4. ;Puede una misma cepa mostrar un grado mayor de virulencia en una granja y
en otra no? Si la respuesta es "SI", ;cémo hacer para confirmar que es la misma
cepa comportindose de manera diferente y no dos cepas diferentes?

Estas dos preguntas son importantes y por la primera la respuesta es SI. Estuvimos
hablando sobre serotipos virulentos; serotipos que son virulentos en un continente pero
que no lo son en ofro; cepas deficientes de determinadas toxinas o de algin factor de
virulencia... pero, ;la misma cepa provoca la enfermedad o no en dos granjas diferentes?
Si, esto es posible, pero es dificil decir con qué frecuencia puede ocurrir. Esta es una de
las razones porque todavia tenemos problemas con el App. Poniendo un ejemplo: una
granja multiplicadora serolégicamente positiva a un serotipo virulento (infeccion
subclinica sin enfermos ni lesiones) que venda animales a una granja convencional
conocida como libre de dicho serotipo; si aparecen signos clinicos en la granja
convencional... ;podemos sospechar que es la cepa presente en la multiplicadora? Es
algo nada fécil a probar, pero es posible tener una cepa que no cause ninglin signo clinico
ni lesiones en una granja y cause problemas en otras con estados de salud y sistemas de
manejo diferentes. Ya hemos demostrado un aumento significativo de la virulencia de
cepas de App en un modelo de coinfeccién con Mycoplasma hyopneumoniae®.

En 2012, App permanece como un misterio en algunos aspectos. Queda claro que estas
son situaciones donde una cepa virulenta quizas no produce la enfermedad en granjas
bien controladas y con un buen sistema de manejo, sin la existencia de otras infecciones
concomitantes importantes, pero pueda producir la enfermedad en condiciones menos
favorables de crianza. Por otra parte, serotipos con una virulencia relativamente baja
(como el serotipo 12) frecuentemente es el causante de la enfermedad en granja con un
nivel sanitario elevado y libres de las infecciones mas importantes. Sin embargo, este
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serotipo es mucho menos frecuente en ganados comerciales ya infectados por otros
patogenos, incluyendo otros serotipos de App y 4. suis. De esta manera se ha formulado
la hip6tesis que en tales granjas, los animales tendrian un nivel de anticuerpos
suficientemente alto contra las toxinas (producidas por otros App o A. suis) que quizas
protejan al animal contra cepas de baja virulencia. Esto es solo una hipdtesis ya que todo

no esté aclarado ni conocido en lo que se refiere a este patdgeno.

Para contestar a la segunda pregunta: ;jcémo hacer para confirmar que las cepas presentes
en dos ganados diferentes es una misma? Desafortunadamente, para esta pregunta, ojala
pudiéramos formar parte de la teleserie C.S.I., pero no lo somos, y el analisis de
resultados de laboratorio donde las cepas son genéticamente comparadas no es fécil.
Primero, hay varias técnicas diferentes descritas en la literatura y es dificil determinar
cudl es la mejor. Segundo, cuando dos cepas son diferentes seglin una técnica confiable,
podemos asumir que ellas son diferentes. Pero cuando ellas son idénticas segin la prueba
de laboratorio... no podemos llegar a una conclusion. Muchas cepas de App son
"clonales" (una sola cepa Unica o "clon" de donde todas las cepas fueron derivadas y
distribuidas mundialmente), y como consecuencia no podemos diferenciarlas. Idénticas
"genéticamente" no quiere decir que son 100% la misma cepa ya que una de ellas puede
haber perdido (o adquirido) factores de virulencia, resistencia a antibidticos, etc. Un
ejemplo: cepas virulentas francesas de App del serotipo 2, discutidas anteriormente, son
genotipicamente idénticas a la normalmente cepa no virulenta canadiense del mismo
serotipo. Entonces serfa un error concluir que ellas son la misma cepa con el mismo
potencial de virulencia. Sin embargo, ellas son probablemente similares antigenicamente,
de la misma manera que cepas no virulentas brindaron una proteccién contra infecciones
con cepas virulentas. A veces, la susceptibilidad a los antibidticos es también utilizada
para comparar cepas: la concentracion minima inhibitoria debe ser usada para diferentes
antibioticos, y las cepas deben ser enviadas a dos laboratorios diferentes (y comprobadas
al menos dos veces en cada uno) para asi comparar los resultados, ya que a veces son
diferentes de acuerdo a la técnica usada. A veces en un mismo laboratorio hay
variabilidad en los resultados de los analisis sobre una misma cepa.

Dos granjas infectadas con la misma cepa quizas es la consecuencia de una transmision
indirecta (fémites o par aerosol como ocurre de manera mas frecuente) o la introduccion
directa de animales portadores. Lo primero a hacer para prevenir la introduccién de App
en una granja porcina es asegurarse que los animales que serdn introducidos no estén

infectados. Los cerdos son obviamente la fuente mayor de infeccion y es de importancia
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capital encaminar todos los esfuerzos para determinar con precision si los nuevos
animales representan un peligro o no para el ganado. Para eliminar la posibilidad de que
animales portadores utilizados como remplazo son los responsables de la introduccion de
la infeccidn en una granja, deben haber pruebas seroldgicas contundentes negativas del
ganado de origen. Estas son, sin embargo, datos claros que sugieren la transmision
indirecta del microorganismo, incluyendo el aerosol que es considerado en determinadas
circunstancias como la fuente principal de contamination’.

5. La serologia es reconocida como la mejor forma de identificar ganados infectados
subclinicamente. ;En la ausencia de signos clinicos, que categoria de animales deben
ser muestreados?

Si, la serologia es el medio diagndstico mas rentable. Los animales a muestrear
dependeran del sistema de produccion. Cuando es un sistema de tres sitios que recibe
animales de una Unica granja de cerdas, los animales a muestrear serdn los de cebo,
siempre escogiendo los mas adultos (cerca de 6 meses de edad). Lo mismo podemos
hacer en sistemas de un solo sitio, donde los animales con frecuencia seroconvierten a
edades tempranas. Como muestra las Figuras 1 y 2, los anticuerpos estan presentes hasta
los 6 meses de edad. Pero el problema seria cuando granja estd infectada en el sitio 3 y
ademas recibe animales provenientes de diferentes granjas de reproductoras. Ya que las
diferentes fuentes son mezcladas; ;Podemos muestrear los animales enseguida que llegan
al sitio 3? ;Se pueden muestrear cerdos muy jovenes o del sitio 2?7 Veamos como podria
comportarse la cinética de los anticuerpos en una piara donde el sitio 1 esta infectado
(reproductoras). Normalmente, los lechones infectados y no infectados estaran juntos y
algunos tendran anticuerpos maternales. El decline de estos anticuerpos serd a partir de la
semana 4-8 (dependiendo del nivel de anticuerpos y también de la prueba usada en el
laboratorio para su deteccion). En ese preciso momento, puede empezar la
seroconversion en los animales infectados, pero el tiempo necesario para detectar estos
anticuerpos estara influenciado de la prevalencia de la infeccion: que puede tomar de 3-4
semanas a 10-12 semanas por animal para seroconvertir, dependiendo de la prevalencia
de los lechones infectados después del destete y de la carga bacteriana de los animales
portadores (prevalencia) (ver Figuras 1 y 2). Algunos animales nunca desarrollaran

anticuerpos detectables.
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Figura 1: Cinética de anticuerpos contra App generalmente observada en granjas de un

solo sitio (la cinética puede variar también en dependencia de la prevalencia de animales

infectados)
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Figura 2: Cinética de anticuerpos contra App que puede ser observada en sistemas de

produccién multisitios (la cinética también puede variar en dependencia de la prevalencia

de animales infectados)
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Entonces, lechones en el sitio 2 y por lo general, al comienzo del sitio3, seran
serologicamente negativos, mismo si estan infectados. Las cerdas deben ser el blanco
para identificar cules de las granjas de sitio 1 estan infectadas, infiriendo que los
lechones vienen de estas reproductoras que podrian estar infectadas. Las pruebas
serologicas a veces son eficientemente utilizados para el muestreo de reproductoras en
Norte América. Sin embargo, debe tenerse presente que en la mayoria de los casos estas
pruebas han sido validadas en los cerdos de crecimiento-engorde y no en animales
adultos. Debe tenerse precaucién a la hora de interpretar los resultados de la prueba
usada, ya que pueden darse algunas reacciones no especificas. Los veterinarios deben
trabajar estrechamente con los laboratorios diagndsticos par bien analizar los resultados.
De todos modos, nuestra experiencia indica que las reproductoras pueden ser muestreadas
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con la serologia (prueba de LPS como antigeno: pruebas de tipo “a”, ver la seccion
siguiente) y la informacion venida de estos analisis es muy util (resultados no
publicados).

6. ;Qué prueba serolégica debe ser utilizada?

Existen tres tipos de pruebas seroldgicas: a) las que son especificas para
serotipo/serogrupo, b) las que pueden detectar todos los serotipos de App (sin
discriminacién entre serotipos) y c) las que pretenden diferenciar una mezcla de serotipos
basados en algunos antigenos comunes.

-La prueba de tipo "a" usa como antigeno el LPS altamente purificado que puede
identificar serotipos (como 2, 5, 10, 12 y 14) o serogrupos (como 1, 9, 11; 3, 6, 8, 15 0 4,
7) que afectan a la granja, ayudando a los veterinarios a tomar decisiones. Normalmente
para reducir los costos, se escogen los serotipos mas importantes causantes de los signos
clinicos en el/o los paises (Tabla 1). Otra prueba también clasificada en esta categoria
(que no estd disponible comercialmente) es la pruecba de fijacion del complemento, en
estos momentos usada por muy pocos laboratorios. Esta prueba presenta una alta
especificidad pero muy baja sensibilidad y curiosamente es exigida por algunos paises
(Rusia, China) como prueba de referencia para la importacion de animales. Al utilizar
esta prueba se corre el riesgo de introducir animales infectados en estos paises (resultados
falsos negativos). Ademas, es relativamente dificil a estandarizar.

- La simple prueba de tipo "b" (detecta todos los serotipos de App sin discriminar
ninguno) es disponible: es basada en ApxIV, una toxina que es especifica de App y que
solamente es producida in vivo. Esta prueba debe ser principalmente utilizada para el
monitoreo de granjas con un alto nivel de salud conjeturado como libre de App. Al
utilizar esta prueba en ganados convencionales puede probablemente arrojar resultados
positivos ya que la mayoria de estas granjas estan infectados subclinicamente con
serotipos de una virulencia relativamente baja. Estos resultados positivos deben ser
confirmados con serotipos/serogrupos especificos en pruebas de ELISA para determinar

si serotipos virulentos estan presentes o no en la granja en cuestion.

- La prueba de tipo "c" utiliza como antigeno las toxinas ApxI o ApxII, entre otros. Bien
que los serotipos productores de estas toxinas pueden ser detectados, la existencia de
falsos positivos debe tenerse en cuenta, ya que especies de bacterias otras que App (como
A. suis, presente en la mayoria de ganados)* son capaces de producir estas toxinas.

Normalmente la interpretacion de este tipo de prueba es compleja.
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Cuando se utilizan las pruebas serologicas, se debe tener en cuenta que la sensibilidad y
especificidad va variar de una prueba a la otra. Por ejemplo, la deteccién de la presencia
de los anticuerpos maternales: con la prueba de fijacion del complemento la respuesta
puede ser de 4 semanas, mientras que con un ELISA de LPS podria ser de hasta 9
semanas. Entonces los resultados obtenidos no son absolutos, ya que dependeran de la
prueba empleada y la toma de decisiones (como por ejemplo: vacunacién de lechones)
puede ser afectada por esos resultados. Ademés, la medicién de anticuerpos mediante la
utilizacién de pruebas comerciales para evaluar la respuesta contra una vacuna no €s
siempre una buena idea. Las prucbas ELISA comerciales han sido desarrolladas,
estandarizadas y validadas para medir anticuerpos en animales infectados. Animales
vacunados desarrollaran anticuerpos contra los antigenos incluidos en la vacuna, y estos
antigenos pueden ser diferentes a aquellos utilizados en el ELISA. Un resultado positivo
puede ser interpretado como una respuesta vacunal. Sin embargo, resultados negativos no
serén concluyentes a menos que se haya determinado con anterioridad que la prueba sea
capaz de detectar anticuerpos desarrollados gracias a esa vacuna especificamente. Del
mismo modo debe quedar claro, que por ejemplo, la prueba de ApxIV, detecta
anticuerpos producidos contra un antigeno solamente in vivo. Esto significa que los
anticuerpos detectados con esta prueba no estin asociados a una vacuna, a menos que sea
una vacuna atenuada. Solo una vacuna atenuada (por el serotipo 5 de App) ha sido
comercializada hasta ahora y no es ampliamente usada. Ademds, segin mis
conocimientos, no se conocen datos sobre los anticuerpos anti-ApxIV inducidos por esta
vacuna. Finalmente es importante comprender que no hay una prueba con 100% de
especificidad y 100% de sensibilidad. La mejor manera de optimizar la vigilancia
serologica es muestreando un nimero significativo de animales como frecuentemente y
razonablemente sea posible. Debe recordarse que resultados negativos muestreando 30
animales de un ganado de cebo no provee un 100% de certeza de la negatividad del
ganado. De hecho, el nivel de deteccién dependera, entre otras cosas, de la sensibilidad y
especificidad de la prueba y de la prevalencia de la infeccion. Por ejemplo, en las
explotaciones por bandas, se da ¢l caso donde se han obtenido resultados negativos sobre
30 muestras de una banda, pero un numero claro de animales positivos en otro banda,
(con la confirmacién de la presencia de una infeccion subclinica en el ganado) (resultados
no publicados). Esto simplemente demuestra que los resultados de una banda a otra no

son necesariamente compatibles, por razones que hasta ahora no han sido identificadas.

7. ;En un ganado infectado, el porcentaje de animales seropositivos puede variar de
un serotipo a otro?
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Definitivamente la respuesta es SI. Normalmente, no se encuentran altos niveles de
seroconversion (baja prevalencia) en granjas infectadas subclinicamente con algunos
serotipos de alta virulencia, como los serotipos 1, 9, 11 o 5, y los animales reactores
pueden ser serologicamente no detectados. Mismo en granjas infectadas de forma croénica
que manifiestan signos clinicos, a veces la seroconversion en los grupos de cebo no es tan
alta como se hubiera esperado. Existen otros serotipos que son considerados altamente
"contagiosos”, al menos desde el punto de vista seroldgico. Los ganados infectados con
los serotipos 3, 6, 8, 15, 12 y en menor medida, serotipo 7, generalmente presentan un
alto nivel de seroprevalencia. Desde el punto de vista practico, analizando 30 muestras, la
presencia de 3-4 resultados claramente positivos, por los serotipos 1 y 5, pueden
considerarse como muy significativa. Estos resultados ya han sido observados, en el
pasado, en reproductoras en sistemas multisitios (con una sola fuente de cerdas) con la
presencia de serios brotes clinicos causados por el serotipo 5 en el sitio 3: se muestrearon
30 animales del sitio 1 y de ellos solo 3 eran positivos®. Por otra parte, la mayoria de esas
30 cerdas muestreadas en el mismo sitio 1 fueron positivas al serotipo 7, aunque signos
clinicos relacionados con este serotipo no se observaron en el sitio 3. De manera similar
al serotipo 7, una granja porcina infectado con una cepa del serotipo 8 o 12, normalmente
presentaran mas del 50% de muestras positivas. De hecho, la alta "infectividad" de estos
serotipos no es solo en "serologia", pero es probablemente real, ya que en general los
casos de fracaso en la aplicacion un programa de destete precoz medicamentado para
eliminar el App son asociados a los serotipos 3, 6, 8 o 12 (resultados no publicados).

8. ;Es necesario detectar la presencia de App en granjas infectadas subclinicamente

por otros medios que la serologia?

Solo las granjas de reproduccion que presenten algunos resultados serolégicos positivos y
que no parece conforme con la historia sanitaria del ganado quizas sea interesante hacer
otras pruebas. Tres diferentes enfoques pueden tenerse en cuenta: a) aislamiento; b)
deteccion del antigeno; ¢) deteccion del ADN. Pero las dos primeras interrogantes serian:
1. Qué animales deben seleccionarse para el muestreo y 2. Qué tipo de muestra. La
primera pregunta es facil a responder: se debe comenzar a muestrear los animales
seropositivos. Se ha demostrado que, si los animales estan infectados, habrd maés
posibilidad de detectar el App en esos que presentan anticuerpos’. Idealmente seria
muestrear cerdos con una seroconversion reciente, pero esos animales son muy dificiles a
identificar. La segunda respuesta es mas complicada. Muchos veterinarios practicantes

les gusta enviar muestras de pulmon mismo si no tienen lesiones. Es necesario aclarar
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que el App no es un habitante normal de los pulmones, y que si se encuentra,
probablemente habria debido causar dafios en este 6rgano. Enviar pulmones sanos de un
animal seropositivo es, en la mayoria de los casos, una pérdida de tiempo: los resultados
seran negativos. Muchas personas concuerdan que las amigdalas son las mejores
muestras para ser analizadas, ya que App generalmente invade las criptas de este 6rgano.
Hemos previamente demostrado la biopsia de amigdalas puede ser enviada como
muestra, aunque la sensibilidad es mas baja que al utilizar la amigdala entera’. El uso de
hisopos o raspados ha sido sujeto de discusién varias veces, pero nunca ha sido validado
en la practica.

Volviendo a las técnicas utilizadas, el aislamiento toma demasiado tiempo vy
generalmente tiene baja sensibilidad, ya que las amigdalas son tejidos altamente
contaminados. Hay pruebas que han sido desarrolladas basadas en la utilizacién de
bolitas inmunomagnéticas y que tienen una alta sensibilidad y a veces son aplicadas'® !,
pero son caras y también toman tiempo para tener los resultados. Si una colonia
aparentemente de App es aislada de una amigdala, esta debe ser confirmada con un PCR
especifico para App para que se considere realmente un App, ya que otros
microorganismos similares pueden ser identificados equivocadamente por medio de
pruebas bioquimicas tradicionales o serotipado. La deteccion de antigenos directamente
de las amigdalas no es aconsejable ya que reacciones cruzadas con otras bacterias son
presentes y casi siempre hay reacciones falsas positivas. La deteccién del ADN por PCR
es usada frecuentemente. Sin embargo, si bien es util, esta técnica requiere de validacion:
algunas de ellas son capaces de detectar todos los serotipos de App, y asi pueden ser
aplicadas en los ganados libres de este patdgeno. Las pruebas PCR para serotipos
especificos han sido desarrolladas, pero no han sido validadas en la practica (solamente
se ha hecho en cultivos puros). Entonces, estas pruebas pueden ser usadas pero sus
resultados deben ser interpretados con mucha precaucién. La deteccion de App por PCR
se ha realizado directamente de las muestras o después del cultivo de estas, donde la
sensibilidad y la especificidad ha sido variable’. La deteccién de App a partir de fluidos
orales ha sido recientemente reportada'” pero en animales infectados experimentalmente
y solamente algunos dias después de la infeccién. Hay que tener en cuenta que la
cantidad de App liberado en animales crénica o subclinicamente infectados puede ser
considerablemente baja.

Resultados obtenidos hasta ahora sugieren, que se debe utilizar la amigdala como
muestras, preferiblemente la amigdala entera después de la necropsia de (generalmente)
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animales de alto valor. Todavia queda la interrogante: si el App esta presente, ;estara
distribuido igualmente en las dos amigdalas? ;Debe analizarse solo una de las dos? (En
la amigdala la distribucién de App es homogénea? Todas estdn preguntas estan sin
respuesta por el momento. Por esa razén, habitualmente consideramos un resultado
positivo como un resultado 1til, pero un resultado negativo puede indicar que el App no
esta presente o que el laboratorio no fue capaz de detectarlo.

9. Existen algunas "legendas urbanas" sobre App...

Algunas "legendas urbanas" circulan. Una de ellas dice que "un animal infectado con un
serotipo no desarrollara la enfermedad al infectarse con otro serotipo”. Este
planteamiento es falso. Quizds pueda suceder que animales que se recuperen de un
episodio de algunos de los serotipos de App estén protegidos conira infeccion
(enfermedad) causada por otros serotipos relacionados (con un LPS similar y/o un perfil
de toxinas similar). Pero esto no se puede aplicar a todos los serotipos. Otra "legenda
urbana" dice que "la presencia de una serologia positiva contra un serotipo virulento (en
una region especifica) y en ausencia de enfermedad clinica debe ser interpretada como un
resultado falso positive”. Eso quizas fue verdad muchos afios atrés cuando pruebas de
baja especificidad eran usadas... pero no ahora, y seria extremadamente peligroso pensar
de esta manera, ya que muchas de las pruebas seroldgicas disponibles hoy dia son
altamente especificas. Y, otra vez, una granja sin signos clinicos, ni lesiones al matadero
puede estar infectada de modo subclinico con un serotipo virulento y una cepa,

potencialmente, virulenta.
Conclusiones

App sigue siendo un problema hoy dia en los ganados porcinos en muchos paises donde
la industria porcina es considerada como importante. El tipo de problema no sera el
mismo en todos los paises: en algunos, casos clinicos de pleuroneumonia porcina con
importantes pérdidas econémicas siguen presentes, y altos niveles de lesiones al rastro
pueden ser observadas. En otros, se formulan la pregunta: ;Cuéntas granjas infectadas
subclinicamente presentarian signos clinicos si los antibiéticos no fueran utilizados
rutinariamente? Y esa es una pregunta imposible a responder, pero que es una realidad
que probablemente enfrentan muchas granjas. En otros paises, ambos, infecciones
clinicas y crénicas son relativamente bien controladas, pero las infecciones subclinicas
siguen preocupando a los productores porcinos (especialmente reproductores), y no

precisamente porque estas infecciones sean asociadas a importantes pérdidas econdmicas.
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De hecho, en estos paises, muchos productores no quieren estar infectados con
cepas/serotipos de alta virulencia, en algunos casos sobre todo por cuestiones
comerciales. En los rebafios de reproduccion estan siempre preocupados con la venta de
animales portadores que puedan infectar otras granjas.

Hoy dia todavia existen contradicciones, después de 50 afios de experiencia con la
enfermedad, en cuanto a por que algunas cepas de App son capaces de producir la
enfermedad en algunas granjas y en otras no. Esto prueba una vez mas que todo no estd
claramente entendido con el App, y a veces es dificil tomar decisiones, pero la ciencia ha
progresado y continuara haciéndolo en los afios a venir.
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