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Con el proposito de actualizar la informacion disponible acerca de la distribucion de
serotipos de App en Espana y de detectar la posible presencia de serotipos no descritos
en el pais, se llevé a cabo un estudio de identificacion y serotipado de cepas de App

aisladas a partir de casos clinicos de PP

a Pleuroneumonia Porcina (PP) es una

de las enfermedades infecciosas de

mayor impacto econémico en la indus-

tria porcina mundial. Su efecto negati-
vo es debido a su amplia distribucién y a las
pérdidas producidas durante las fases de cre-
cimiento v engorde de los cerdos. Por otro
lado, Actinobacillus pleuropneumoniae
(App), que es ¢l agente causal de la PP, puede
actuar en conjunto con otros reconocidos pa-
tégenos porcinos como Mycoplasma hyop-
neumoniae, Pasteurella multocida, virus de la
Influenza, virus del Sindrome Respiratorio y
Reproductivo Porcino, Streptococcus suis y
Circovirus Porcino Tipo 2, entre otros, cau-
sando cuadros neuménicos severos y altas
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mortalidades. Otro factor que hace de la PP
una enferm: infecciosa de gran impacto,
es el hecho dc (ue su erradicacién, una vez
presente en una granja comercial, es muy di-
ficil de realizar sin un vaciado total de la ex-
plotacion, posterior repoblacion con anima-
les no infectados y un estricto plan de biose-
guridad para evitar la reinfeccién. Lo habi-
tual es la convivencia con la infeccién, laten-
te en algunos casos, o mas frecuentemente
en su presentacion crénica, en cuyo caso el
gasto en tratamientos antibidticos llega a ser
considerable.

Las politicas de los paises con produccio-
nes porcinas altamente industrializadas es-
tan promoviendo la utilizacién racional y la
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Cuadro I. Distribucion de los serotipos Actinobacillus pleuropneumoniae por areas y paises en el

mundo (adaptado de Dubreuil JD y colaboradores. Anim Health Res Rev. 2000 Dic;1(2):73-93)

Pais Prevalentes Dominantes Referencias

Argentina 3. 2.3.6.492 - | Vena et al., 1997, 1998

Australia 1,2,3,7,12 1 Blackall et al., 1998; Eaves y Blackall, 1998

Bélgica 2,36,78911 3 Hommez et al., 1988, 1990

Brasil 1,3,4,5,7,9 5.3 Piffer et al., 1997

Canadéa 1,2,3,5,6,7,8,10 B Tel12 Rosendal et al., 1981b; Mittal et al., 1982,
1992, 1998

Chile 1.5 1,6 Olivares y Morgado, 1988

Croacia 2,789 29 Habrun et al., 1998

Rep. Checa s e 2 Skollova y Gois, 1987

Dinamarca 12,358 78101112 2 Nielsen, 1982, 1987

Francia 23,789 9 M. Kobisch, 1990

Alemania 2,3,4,56,7,9,10 9.2,7 Schimmel y Hass, 1983; Muller et al., 1986 Kielstein
y Whute, 1998

Hungria 1,2.3.5.:6,7.910,11,142  3.2.7 Fodor et al., 1989; Molnar, 1990, 1992

italia 12,3457 5 Manzart et al., 1987; Sidoli et al., 1987

Irlanda 3 3 Power et al., 1983

Japén 1,2,3,6,6,7,8,9,12 1,2 Chan et al., 1987; Kume et al., 1986; Abe et al.,
1996; Fukuyasu et al., 1996

Corea 2.3.9:T o Yeh, 1990

Méjico 1,2,34.5,6,7,8.9 18 Ciprian et al., 1988, Diazi et al., 1988;
Ontiveros-corpus et al., 1995

Holanda 1235 18931 2911 Kamp et al., 1987

Noruega 2 2 Falk et al., 1991

Polonia 1,259 1,9 Molenda, 1988; Tarasiuk et al., 1991

Espana 1,2,3,45,6,7,89,10,12 4,7,2 Ferri et al., 1990; Gutierrez et al., 1995

Suecia 234 2 Gunnarsson, 1978

Suiza 2,3,7,9 2 Nicolet, 1988, 1992

Taiwan 1.235 1S Hung et al., 1991; Chang y Chang, 1994

Reino Unido 1,2,3.6,6,7.8.10 238 Hunter et al., 1983; Brandreth y Smith, 1985;
McDowell y Ball, 1994

Estados Unidos 1,3,5,7.8.9 15 Schultz et al., 1983; Hoffman et al., 1985;
Rapp et al., 1985; Fales et al., 1989

Venezuela 1,7,4,2,3,6 i Pinda et al., 1996

disminucién en la cantidad de antibiéticos
empleados como promotores de crecimiento,
suministrados en agua de bebida o de aplica-
cion individual con fines terapéuticos en los
cerdos. Frente a esta realidad, el estudio de
la patogénesis de la enfermedad, su epide-
miologia v de la biologia de la bacteria den-

tro del ecosistema respiratorio del cerdo, es
fundamental para lograr el control efectivo
de la infeccion, la reduccion en los gastos
ocasionados por los brotes agudos de la en-
fermedad v el desarrollo de alternativas a la
terapia antibiética, como pueden ser vacunas
efectivas y métodos de manejo racionales.
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Cuadro Il. Reportes de la distribucion de serotipos de Actinobacillus pleuropneumoniae en Espana

Serotipo C. B. Gutiérrez et al. 1995 (n=71) E. F. Rodriguez Ferri et al. 1998 - 2001 (n=798)
Numero de cepas (%) Numero de cepas (%)

1 5 (7,0) 44 (5,5)

2 9 (12,7) 255 (32)

3 1(1.4) 23 (2,9)

4 30 (42,3) 195 (24.4)

5 0,0 4 (0,5)

6 6 (8,5) 30 (3,8)

7 16 (22,5) 102 (12,8)

8 1(1.4) 8 (1)

9 11,4 22 (2,8)

10 0,0 12 (1,5)

11 0,0 23 (2,9)

12 1(1.4) 3(0,4)

13 NR NR

14 NR NR

ut 1(1.4) 77 (9,6)

Etiologia y tipado del agente
causal de la Pleuroneumonia
Porcina

App es un bacilo corto, gram-negativo, capsu-
lado con morfologia cocobacilar tipica y acti-
vidad hemolitica, como caracteristicas més
relevantes (Nicolet, 1992). Con base en el re-
querimiento de NAD para su crecimiento, se
puede distinguir entre App biovar 1 (cepas de-
pendientes de NAD) y biovar 2 (cepas inde-
pendientes de NAD) (Pohl v colaboradores,
1983). Las cepas del biovar 1 son, con dife-
rencia, las que han sido mas investigadas. Tra-
dicionalmente se han descrito doce serotipos
diferentes pertenecientes al biovar 1 (denomi-
nadas 1 a 12). Nielsen y colaboradores (1997)
propusieron 2 nuevos serotipos denominados
13 v 14 (siguiendo la secuencia numérica es-
tablecida previamente), que correspondian a
aislados independientes de NAD (biovar 2)
que no compartian antigenos comunes con las
cepas del biovar | descritas hasta entonces.
Recientemente y con base en los singulares
perfiles serolégicos y toxigénicos de un grupo
de aislados de campo australianos, Blackall y
colaboradores (2002) han propuesto un nuevo
serotipo de App, el serotipo 15, incluido den-
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tro del biovar 1. Asi pues, en la actualidad esta
aceptada la existencia de 15 serotipos de App;
los serotipos 1 a 12 y el 15 pertenecen al bio-
var 1; los serotipos 13 v 14 pertenecen al bio-
var 2. Algunas referencias encontradas en es-
tudios publicados con serotipos 2, 4, 7 v 9 del
biovar 2 de App., se derivan de reacciones cru-
zadas cuando estas cepas se analizan con el
mismo panel de antisueros producido frente a
los 12 serotipos del biovar 1.

La division de App en biovares es total-
mente irrelevante desde el punto de vista cli-
nico. Su utilidad se limita al laboratorio, va
que el aislamiento de las cepas dependientes
de NAD requiere la adicion de este cofactor al
medio (o el co-cultivo de App con alguna bac-
teria que libere NAD). Por su parte, las cepas
independientes de NAD (biovar 2) creceran de
manera abundante en agares no selectivos,
como puede ser el agar adicionado de sangre
de cordero. Sin embargo desde el punto de
vista clinico, cepas pertenecientes a los dos
biovares son capaces de inducir infecciones
agudas con mortalidad de los animales afecta-
dos y las lesiones macroscopicas son indistin-
guibles. A pesar de este hecho, aparentemente
las cepas del biovar 2 de App se aislan con me-
nor frecuencia que las del biovar 1. Es posible
que las cepas del biovar 2 sigan un patrén ge-
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Cuadro lll. Resultados del serotipado de 280 cepas de campo de Actinobacillus pleuropneumoniae.

Nimero de aislados de cada serotipo (%)

Ano 1 2 3 4 5 [} / B 9 10 11 12  Biovar 2 NS  lotal
2002 O 8 1 23 2 0 2 0 3 0 a3 0 7 1 48
2003 2 17 0 42 . 1 0 5 0 3 2 10 2 101
2004 0O 19 1 8 B 0 &l 0 12 1 1 6 26 3 106
2005 0 14 0 21 2 0 2 0 3 0 0 2 23 3 70
2006 O e 3 6 0 0 0 0 4 3 0 | 16 2 44
Total 2 69 5 126 2T 0 8 (0] 27 2 5 3L 82 11 389
(0,5) (18,7) (1.4) (32,5) (7,3) (0) (2,2) (0) (7,3) (0,5 (1.4) (3,00 (22,2) (3,0) (100)

NS= No serotipables

ografico en su distribucion, o que su presencia
pase desapercibida en el laboratorio debido a
su apariencia, que nada tiene que ver con las
cepas clasicas de App dependientes de NAD.
Las cepas del biovar 2 crecen en abundancia
en placas de agar sangre sin mas aditivos o
suplementos, la hemdlisis es llamativa y el ta-
mario de la colonia es mayor al de un App del
biovar 1. Por estas caracteristicas v apariencia
esta bacteria se consideré como “pasteurella-
like" cuando se describié inicialmente.

El serotipado de App es importante para
entender el patrén de difusion de la enferme-
dad en un area geogrifica, para orientar el
tratamiento o la prevencion de la enfermedad
y para la monitorizacién epidemioldgica de
los serotipos presentes en las explotaciones o
en dreas geogrificas determinadas. No todos
los serotipos presentan la misma virulencia, y
cepas del mismo serotipo pueden variar en vi-
rulencia de un pais a otro. El serotipo de cada
aislado de App lo determina de manera espe-
cifica los polisacaridos capsulares (PSC) pre-
sentes en su superficie. La composicién qui-
mica y la estructura de los PSC se han descri-
to va para todos los serotipos. En general se
considera que los PSC son suficientemente di-
ferentes entre si como para que, una vez ino-
culados en conejos, generen antisueros espe-
cificos para cada serotipo conocido que poste-
riormente pueden ser empleados para seroti-
par cepas homalogas.

Son muchas y muy variadas las técnicas de
laboratorio que se han empleado para el sero-
tipado de App con base en la deteccion de los
PSC mediante antisueros policlonales. Sin

embargo, ninguna de ellas ha sido totalmente
satisfactoria, fundamentalmente por la pre-
sencia de reacciones cruzadas debido a la
existencia de antigenos comunes a varios se-
rotipos v a la poca reproducibilidad entre di-
ferentes laboratorios. Por otro lado, el uso de
anticuerpos monoclonales ha sido 1til para el
serotipado de cepas de App muy relacionadas
entre si, pero su uso con aislados de campo se
ve limitado ya que cualquier variacion en el
epitopo reconocido por el anticuerpo mono-
clonal puede evitar el reconocimiento de la
cepa.

Las limitaciones de las diversas técnicas de
serotipado convencional para las cepas de
App del biovar | (reacciones cruzadas, com-
plejidad, no reproducibilidad, etc.) se ven
acentuadas cuando se pretende serotipar ce-
pas de App del biovar 2. Debido a la supuesta
composicién antigénica comun, el serotipado
de cepas del biovar 2 se realiza con reactivos
(antisueros) que reconocen a las cepas del bio-
var | (no es habitual el uso de antisueros es-
pecilicos para cepas del biovar 2). Como re-
sultado de ello, los serotipos del biovar 2 que
se han reportado en infecciones naturales son
el 2, el 4, el 7y el 9. Curiosamente no hay des-
cripciones publicadas de brotes de Pp produ-
cidos por los serotipos 13 o 14, que a su vez
los oficialmente reconocidos. Ademas de esto,
se han descrito cepas de campo de App biovar
2 implicadas en brotes clinicos de la enferme-
dad y que no son tipificables con los reactivos
clasicos. Si estos aislados no tipificables re-
presentan o no nuevos serotipos, no ha sido
atin establecido (Gottschalk er al., 2003).
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Cuadro IV. Serotipos de Actinobaclllus

pleuropneumoniae biovar 2 detectados
en Espana entre 2002 y 2006.

Numero de aislados de cada serotipo (%)

Ano 13 14 Total
2002 7 0 T
2003 8 2 10
2004 19 7 26
2005 19 4 23
2006 16 0 16
Total 69 13 82
(84,1) (15:9) (100)

Epidemiologia y serotipos
de App

Uno de los factores claves en la epidemiologia
de la Pp es la distribucion de serotipos a nivel
de explotacién, de area geografica, de pais e in-
cluso de continente. El conocimiento de esta
distribucién se ha empleado durante los lti-
mos afnos para la implementacion de medidas
de bioseguridad, la formulacién de vacunas y
autovacunas, la vigilancia serolégica y el con-
trol de la importacion de animales, entre otras
medidas. La distribucién de los serotipos de
App reportados en diferentes areas del mundo,
asi como el serotipo predominante en cada
zona, tienen un patrén geografico. En la Cua-
dro I se observa como los serotipos 2 y 9 son
comunes en Europa y el 1 v 5 lo son en Améri-
ca y oriente. Muy probablemente esta distribu-
cidén por areas o continentes esté relacionada
con el transporte de animales entre paises y la
restriccion de entrada de éstos a algunas zo-
nas, lo cual conlleva a una situacién més o me-
nos estable en el tiempo. Una excepcion a esta
aparente estabilidad es Europa. Si nos remiti-
mos a los datos publicados, (Cuadro I) la situa-
cion varia entre los diferentes paises de la UE.
El serotipo 9 es el mas prevalente al norte de
Europa en paises de alta produccién porcina,
mientras que el serotipo 5 es el mas frecuente
en Italia.

En Espana, la distribucién de los serotipos
de App ha sido estudiada previamente (Cuadro
II). Sin embargo, los datos mas recientes datan
del ano 2001. Espaia es un pais que importa
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cerdos de diversos paises comunitarios. Ade-
mas, en Espana hay una constantc adaptacion
de nuevos sistemas de produccién que con fre-
cuencia conllevan a la creacion de grandes na-
cleos de miles de cerdas reproductoras. Tanto
el movimiento de animales entre paises con di-
ferentes niveles sanitarios, como la implanta-
cién de sistemas intensivos de produccion afec-
tan la distribucién de serotipos de App v la in-
cidencia de la enfermedad. No es de extranar
entonces que la situacion de los diversos sero-
tipos de esta bacteria en nuestro pais presente
modificaciones a lo largo de los afios. De la
misma manera, los sistemas de identificacién y
serotipado han evolucionado para App. Hoy en
dia se cuenta con técnicas moleculares basa-
das en la PCR, que permiten confirmar la pre-
sencia de App en una muestra de pulmén vy de-
terminar su serotipo. Estas mejoras en el diag-
néstico permitirdan una mejor vigilancia de los
serotipos tradicionalmente presentes en Espa-
fa, v la identificacién de nuevas variantes que
puedan pasar desapercibidas por los métodos
convencionales de deteccién o tipado.

Con el propésito de actualizar la informa-
cién disponible acerca de la distribucion de se-
rotipos de App en Espana y de detectar la posi-
ble presencia de serotipos no descritos en el
pais, se llevé a cabo un estudio de identifica-
cién y serotipado de cepas de App aisladas a
partir de casos clinicos de PP. La identificacion
y tipado se realizaron empleando una combi-
nacion de técnicas convencionales v molecula-
res. En algunos casos se realizaron andlisis
para reconfirmar la identidad y patogenicidad
de algunos aislados.

Materiales y Métodos

Bacterias

Se analiz6 un total de 369 cepas de campo de
App, aisladas entre enero del 2002 y junio del
2006 a partir de pulmones de cerdos en creci-
miento afectados por Pp. El aislamiento v los
sucesivos pases se realizaron empleando me-
dios de agar sangre (sangre de cordero) vy cho-
colate incubados durante 24-48 horas a 37°C v
5% de CO2 . La identificacion se realizé me-
diante pruebas bioquimicas v caracteristicas
de crecimiento, siguiendo protocolos previa-
mente descritos.



Serotipado

Para la determinacion del serotipo de las cepas
estudiadas, se empled la coaglutinacién. La téc-
nica de confirmacion empleada fue la hemoa-
glutinacién indirecta. Las cepas para las cuales
no se conté con los reactivos de serotipado (ce-
pas del biovar 2), fueron tipadas mediante
PCR-RFLP del gen thp B de acuerdo con la me-
todologia descrita previamente (IPVS).

Determinacion de toxinas

Para algunas de las cepas bacterianas, cuyo se-
rotipado dio resultados no esperados, se realizo
la deteccién mediante PCR de los genes de to-
xinas (apxl, 11, II y IV), siguiendo protocolos
previamente descritos (Frey, J., 2003).

Resultados y discusion

En ¢l Cuadro III se resumen los resultados del
serotipado de las 280 cepas de App analizadas
en este estudio. Los serotipos predominantes
fueron el 4, 2, 13, 5 v el 9. Los serotipos 6 vy 8
no fueron detectados durante el periodo estu-
diado. Estos resultados coinciden parcialmen-
te con estudios previos hechos en Espana
(Cuadro II) en los cuales los serotipos 4 y 2 co-
rrespondieron a mas del 50% de los aislados.
En el presente estudio destacan los serotipos 5
y 9, cuya presencia en Espana habia represen-
tado menos del 3% de los aislados reportados.
En nuestro caso estos dos serotipos emergen
de manera notoria. Igualmente llama la aten-
cién la proporcién de aislados del biovar 2 de-
tectados en este estudio. Este biovar no habia
sido descrito es Espana hasta el pasado aio
(Maldonado ef al., 2004), a pesar de que se ais-
la con frecuencia a partir de casos clinicos con
lesiones agudas de Pp con mortalidades en cer-
dos de cebo.

Los resultados de la confirmacion del sero-
tipo y la presencia de toxinas para los aislados
de los serotipos 5, 9 y 13, se correspondieron
en la mayoria de los casos con los perfiles de
las cepas de referencia. Cabe anotar que las
cepas del serotipo 13 (Biovar 2) solo presentan
genes para la toxina apxIl. Este hallazgo no se
corresponde con su aparente patogenicidad en
el campo.

La vacunacién frente a la Pp se realiza em-
pleando diversos preparados como bacteri-
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nas, autovacunas, vacunas de subunidades v
otros. Es bien sabido que la proteccion homo-
loga (la cepa vacunal protege mavyoritaria-
mente frente a cepas de campo del mismo se-
rotipo) en casos de Pp es predominante. Por
ello, la formulacién de autovacunas y de bac-
terinas ha de ser acorde con los serotipos ac-
tuantes en una granja o area geogréfica. Asi, a
la luz de los resultados presentados, en Espa-
fia cabe esperar que los preparados vacunales
contengan como minimo los serotipos 2 y 4.
Es importante sin embargo, tener en cuenta la
emergencia de otros serotipos hasta ahora mi-
noritarios en el pais, como son el 5 y el 9. El
serotipo 13 ha sido aislado de casos de Pp agu-
dos. En estos casos existe la alternativa de for-
mular una vacuna autégena o de instaurar un
programa de control basado en el tratamiento
antibidtico, ya que estas cepas muestran una
sensibilidad similar a las cepas del biovar 1.
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