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ABSTRACT

In this review the principal diagnostic techniques for the detection of Actinobacillus pleuropneumoniae
(App) are described. A brief introduction about the most outstanding aspects of this important swine
disease that causes great economics looses around the world is considered. The description of each
technique will include their main advantages and disadvantages, and also the revolutionaries techniques
that are under study. All this, in order to choose and standardize, a specific technique that should be
sensible, fast and cheap for the national swine industry.
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co, cerdos.

INTRODUCCION

A pesar de los cambios que ha sufrido la produc-
cién porcina en los tltimos afios, basados principal-
mente en el destete temprano segregado, produccién
en diferentes sitios y el sistema de manejo todo
adentro todo afuera, asi como un fuerte incremen-
to en el tamafio de las poblaciones, los cuadros res-
piratorios contindan siendo responsables de impor-
tantes pérdidas econémicas en esta industria (Del
Rio et al., 2003). Dentro de estos cuadros respira-
torios destaca la pleuroneumonia causada por la
bacteria Actinobacillus pleuropneumoniae més co-
nocida como App (Iglesias, 2000; Kim et al., 2004;
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Laval, 2000; Straw er al., 2000; Torremorell et al.,
1997).

La enfermedad fue observada por primera vez a
fines de los afios 50 (Pattison citado por Straw et
al., 2000), y en la actualidad la enfermedad se en-
cuentra diseminada en todo el mundo (Deneer y
Potter, 1988; Dreyfus et al., 2004; Fittipaldi et al.,
2003; Maes et al., 2001; Moser et al., 2004; Quinn
et al., 2002; Wang et al., 2001).

El agente etiolégico es una pequefia bacteria
Gram negativa con morfologia cocobacilar tipica,
inmévil, no esporulada y anaerobia facultativa
(Gutiérrez et al., 1997; Leman et al., 1994; Vadillo
et al., 2002). Basados en los requerimientos de
NAD (NAD: dinucleétido de adenina y nicotinami-
da, factor sanguineo V) esta bacteria puede ser di-
vidida en biotipo 1 (NAD - dependiente) y en bioti-
po 2 (NAD - independiente) (Gutiérrez et al., 1997;
Haesebrouck et al., 1997; Maldonado et al., 2004).
Recientemente se ha unificado el sistema en un solo
biotipo con 15 serotipos, con la particularidad de
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que en los serotipos 2, 4, 7, 9, 13 y 14 pueden
aislarse cepas independientes del factor NAD
(Maldonado et al., 2004; Rodriguez, 2001).

SEROTIPOS

En virtud del tipo de antigeno capsular (antigeno K)
se han establecido, hasta ahora, 15 serotipos (An-
gen y Jessing, 2004; Ciprian et al., 2004; Del Rio
et al., 2003; Dreyfus et al., 2004; Fittipaldi et al.,
2003). A su vez, la complejidad estructural de este
antigeno ha generado subtipos o subserotipos. Esto
ya ha ocurrido con los serotipos 1 (lay 1b) y 5 (5a
y 5b) (Haesebrouck et al., 1997; Leman et al.,
1994).

Otro antigeno interesante es la cadena lateral “O”
del lipopolisacédrido bacteriano (LPS) que es dife-
rente en los distintos serotipos, excepto en los se-
rotipos 1, 9 y 11; serotipos 3, 6 y 8 y serotipos 4 y
7 en los que la estructura quimica de la cadena O
es similar o incluso idéntica. Lo anterior genera re-
acciones cruzadas si se utilizan estos antigenos para
el diagnéstico (Gutiérrez et al., 1997; Haesebrouck
etal., 1997, Leman et al., 1994).

EPIDEMIOLOGIA

La pleuroneumonia es una de las enfermedades res-
piratorias mds importantes en la produccién porcina
(Williams et al., 2001; Desrosiers, 2000; Gottschalk,
1998; Huerta et al., 2004; Iglesias, 2000). Se han
descrito brotes en casi todos los paises europeos, en
Estados Unidos, Canada, México, Sudamérica, Ja-
pon, Taiwdn, y Australia (Moser et al., 2004; Straw
et al., 2000). Dentro de los diferentes serotipos des-
critos para App, los serotipos 1, 5, y en menor gra-
do el serotipo 7, son responsables de casi el 95%
de los casos clinicos de pleuroneumonia en Nortea-
mérica (Gottschalk, 1998). En Europa los serotipos
predominantes son el 2 y 9 (Marsteller y Fenwick,
1999) y en nuestro pais se han detectado los sero-
tipos 1 y 5 (Chiers, 2003 extraido de Dubreuil et
al., 2000), v més recientemente el serotipo 12 (co-
municacién personal, Dr. Alvaro Ruiz) sin conocer-
se otros estudios relacionados.

La principal ruta de diseminaci6n es por aire y
la transmisién se da por contacto directo de cerdo
a cerdo o por gotitas dentro de cortas distancias. La
sobrevivencia media del App en el ambiente se ha
estimado en 30 minutos a 27 grados Celsius (Baekbo,

2002). Sin embargo, cuando estdn protegidos por
mucosidad u otra materia orgédnica, pueden sobre-
vivir por varios dias (Straw et al., 2000).

La transmisién entre diferentes planteles se pro-
duce por la introduccién de animales portadores
dentro de poblaciones libres de la enfermedad
(Biberstein y Chung Zee, 1990).

SIGNOS CLINICOS

Durante un brote de App, el criadero puede presen-
tar individualmente cerdos con neumonia hiperagu-
da, aguda, subaguda y crénica (Carter et al., 1995;
Del Rio et al., 2003; Maes et al., 2001), pudiendo
estar afectados cerdos de cualquier edad, aunque los
de edades entre las 12 y 16 semanas son los més sus-
ceptibles (Biberstein y Chung Zee, 1990; Marsteller
y Fenwick, 1999). La forma hiperaguda se carac-
teriza por presentar cerdos con fiebre (41,5 °C), apa-
tia y anorexia (Rycroft, 1999). La piel se vuelve cia-
notica y en la fase terminal culmina con una disnea
grave, postura de perro sentado y una secrecién co-
piosa, espumosa, tefiida de sangre a través de las
fosas nasales y la boca (Quinn et al., 2002; Straw
et al., 2000). En los casos agudos los cerdos pre-
sentan una marcada pérdida de peso, que es apa-
rente a las 24 horas de establecida la enfermedad.
Los cerdos con cuadros subagudos o crénicos se les
identifica por su intolerancia al ejercicio, bajo ape-
tito y una reduccién en la ganancia diaria de peso,
provocando una disminucién en la productividad
(Moser et al., 2004; Rycroft, 1999).

VIRULENCIA Y PATOGENESIS

Observaciones de campo e infecciones experimen-
tales han demostrado que los serotipos mds pat6-
genos son la, 1b, 5a, 5b, 9 y 10 (Haesebrouck ef
al., 1997; Sanford, 1998). Dentro de los factores de
virulencia mas importantes, las citotoxinas RTX
(Repeats in structural toxins) o toxinas Apx, son las
principales. Estas toxinas, de las que existen 4 ti-
pos, son formadoras de poros en células como neu-
tréfilos y macréfagos alveolares (Tabla 1) (Carter
et al., 1995; Quinn et al., 2002; Sanford, 1998; Shin
et al., 2003; Vadillo et al., 2002; Woolcock, 1991).
La tltima toxina en describirse fue la toxina ApxIV
que es producida por los 15 serotipos de App (Cho
et al., 2002; Dreyfus et al., 2004; Vadillo et al.,
2002).



Técnicas de diagndstico existentes para la deteccion de actinobacillus pleuropneumoniae causante de la pleuroneumonia... 5

TABLA 1

TOXINA RTX (REPEATS IN STRUCTURAL TOXINS)
DE A. PLEUROPNEUMONIAE

Exotoxina Serotipos Actividad patégena

Apx 1 1,5,9,10, 11 y 14 biot. IL. Fuertemente hemolitica y citotéxica.
Apx IT En todos, excepto en 10y 14 Débilmente hemolitica y citot6xica.

Apx III 2,4,6,8y15 Fuertemente citotoxica.

Apx IV En todos los serotipos Moderadamente hemolitica (nueva)

Se ha aceptado que el patégeno ingresa al ani-
mal a través de la inhalacién y que el proceso in-
flamatorio y de necrosis por coagulacién provoca-
do, es crucial en el desarrollo temprano de las
lesiones. Las hemolisinas atacan a los gl6bulos ro-
Jjos, mientras que las citotoxinas dafian macréfagos
y neutréfilos. Se piensa que la formacién de inmu-
nocomplejos (endotoxina-anticuerpo) en el endo-
telio serfa también responsable de la vasculitis,
trombosis, edema, necrosis y de las hemorragias ca-
racteristicas de la enfermedad (Carter et al., 1995;
Cipridn et al., 2004; Vadillo et al., 2002).

Otros componentes de la bacteria que juegan un
rol importante en la patogenia son: la cdpsula,
adhesinas, proteinas captadoras de hierro, proteinas
de la membrana externa y proteasas secretadas
(Archambault et al., 2003; Bélanger et al., 1995;
Carter et al., 1995; Haesebrouck et al., 1997; Quinn
et al., 2002; Woolcock, 1991).

En conclusién, debido a la via de entrada del
agente al pulmén, a sus factores de virulencia y la
consiguiente reaccién inmunoldgica del cerdo es
que se manifiesta una enfermedad caracterizada por
una neumonia hemorrdgica necrotizante y una
pleuritis fibrinosa (Biberstein y Chung Zee, 1990;
Carter et al., 1995; Del Rio et al., 2003; Gutiérrez
etal., 1997).

DIAGNOSTICO

En el caso particular de la Pleuroneumonia porci-
na, la anamnesis es de gran utilidad para sospechar
de la presencia de la enfermedad. Asi nos encon-
tramos, segln Quinn et al. (2002), con historias de
planteles que presentaron brotes de enfermedades
pulmonares posteriores a fallas en el sistema de ven-
tilacién o un descenso abrupto de la temperatura
ambiental.

Necropsia

La presentacidn cldsica en la necropsia son lesio-
nes fibrinosas y necréticas demarcadas, que se ubi-
can, generalmente, en el 16bulo diafragmatico, car-
diaco y I6bulos apicales (Buret et al., 2004). Estas
areas neumonicas son oscuras y consolidadas (Fi-
guras 1y 2), y la pleuresia fibrinosa presente es no-

Figura 1. Areas neuménicas del pulmén oscuras y conso-
lidadas, ademds de adherencias sobre la pleura visceral.
(Fotografia Departamento Patologfa Animal. U. de Ch.).

Figura 2. Pulmén con focos de pleuroneumonia y capa
de fibrina sobre la pleura visceral. (Fotografia Departa-
mento Patologfa Animal. U. de Ch.).
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toria, especialmente en los lugares neuménicos
(Busso y Ambrogi, 1990; Marsteller y Fenwick,
1999). Por otro lado, cerdos crénicamente infecta-
dos tienen adherencias pleurales y abscesos que
pueden ser encontrados en el pulmén u otros teji-
dos. Sin embargo, la presencia de las lesiones an-
teriormente descritas no son patognomdnicas de
pleuroneumonia porcina, por lo que se recomienda
confirmar el hallazgo, a través de otras técnicas de
diagnéstico, mds sensibles y especificas, las cuales
requieren de toma de muestras.

Toma de muestra

Debe incluir material procedente de las lesiones
pulmonares con pleuritis. Entre las muestras m4s
utilizadas se incluyen los lavados traqueobronquia-
les, porciones del pulmén afectadas, biopsias ton-
silares o tonsilas completas recolectadas en el ma-
tadero (Fittipaldi et al., 2003; Quinn et al., 2002).
Para estudios histopatoldgicos las muestras deben
fijarse en formol al 10% tamponada. Para otras téc-
nicas de diagndstico, el medio de transporte debe
ser el adecuado y en lo posible las muestras deben
ser refrigeradas (Vadillo et al., 2002).

Histologia

La lesién histoldgica se caracteriza por necrosis de
los pulmones, con hemorragia, infiltracién de neu-
tréfilos, macréfagos y activacion plaquetaria, trom-
bosis vascular, edema y exudado fibrinoso (Vadillo
et al., 2002; Wang et al., 2001). Ademads se pueden
ver microcolonias de organismos en los alvéolos
infectados, que pueden causar bacteremia (Straw
et al., 2000).

Es importante sefialar que el agente etiolégico no
se puede determinar solamente con la inspeccién
postmortem e histopatologia. Ademas lo mas com-
plejo del diagnéstico de App es identificar los plan-
teles infectados subclinicamente, ya que sus anima-
les portadores son los principales responsables en
la diseminacién de la enfermedad (Angen y Jessing,
2004; Gottschalk, 1998; Henning et al., 2004).

Aislamiento bacterioldgico

Una vez recibidas las muestras de pulmén, éstas
deben ser tefiidas con tincién Gram, en donde se
observardn numerosos cocobacilos gramnegativos
(Biberstein y Chung Zee, 1990; Straw et al., 2000).
En el caso particular de App biotipo I es necesario
proporcionarle el factor V (suministrado por una
cepa nodriza de Staphylococcus aureus) para su cul-
tivo en agar con sangre ovina al 5% (O’Reilly y Ni-

ven, 2002). Luego de 12 horas de incubacién aerd-
bica aparecen colonias, en la vecindad de la cepa
nodriza, rodeadas por una zona clara de hemdlisis
completa (Carter et al., 1995; Straw et al., 2000;
Vadillo et al., 2002). Otro medio que se puede uti-
lizar es el agar Chocolate (Agar sangre alterada por
calentamiento con liberacién del factor V), el cual
permite el crecimiento de la bacteria en una atm6s-
fera del 5% de CO, a 37 °C (Quinn et al., 2002;
Straw et al., 2000). Si es biotipo II el causante de
la infeccién no necesita del factor NAD para su cre-
cimiento (Gutiérrez et al., 1997).

La identificacién bioquimica puede llevarse a
cabo para demostrar el fenémeno CAMP (Christie-
Atkins-Munch-Petersen), actividad ureasa y fermen-
tacién del manitol (Fey, 1978). Sin embargo, en in-
fecciones mixtas se recomienda el uso de medios
selectivos. Debido a todo lo anterior, la identifica-
cién por aislamiento puede ser confusa, complica-
da y relativamente insensible, especialmente en ca-
sos crénicos (Cho et al., 2002). Ademds no es la
tinica bacteria que es NAD dependiente, por lo que
son necesarias técnicas moleculares para su identi-
ficacién. No obstante, el aislamiento primario en-
trega informacién para conocer la susceptibilidad a
los antimicrobianos del serotipo especifico y sigue
siendo considerada, por algunos investigadores,
como la técnica estadndar (“gold standard”) para
diagnosticar App (Desrosiers, 2000).

Finalmente, el aislamiento bacteriano no es via-
ble en animales portadores, que son los principales
responsables del contagio de criaderos que estan li-
bres de la enfermedad (Gottchalk, 1998). Ademais
la técnica requiere de mucho tiempo y trabajo. Asi,
por la razén anteriormente citada, hoy en dia es més
recomendable identificar el organismo a través de
técnicas serolégicas o moleculares, que discutire-
mos a continuacién.

Técnicas mediadas por anticuerpos que
detectan al antigeno

Inmunohistoquimica. Esta técnica utiliza an-
ticuerpos (Ac) conjugados con enzimas como in-
munoperoxidasa o fosfatasa alcalina. La inmunohis-
toquimica directa requiere de anticuerpos marcados
dirigidos a un epitope especifico del App. Por otra
parte, la inmunohistoquimica indirecta consiste en
un complejo de Ac especifico al antigeno y un anti-
Ac marcado con el complejo enzimético (Janeway
et al., 2000). Hernandez et al. (2002) utilizaron la téc-
nica de inmunohistoquimica, con el complejo avidi-
na-biotina-peroxidasa para detectar el serotipo 1,
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desde muestras de pulmén. Sus resultados son apli-
cables sélo al serotipo 1, ya que se requiere de Ac
monoclonales para cada serotipo. Su ventaja es que
puede estudiar la relacién del agente con las célu-
las que ataca, lo que demuestra su gran utilidad en
investigacién, pero no para la industria porcina, por
ser una técnica laboriosa y costosa (Ordenes etal.,
2004).

Inmunofluorescencia. Esta técnica conjuga pig-
mentos fluorescentes, como el isotiocianato de fluo-
resceina al Ac. También se requiere de un micros-
copio de fluorescencia, lo que se convierte en una
desventaja (Ordenes er al., 2004). Rosendal et al.
(1981) aplicaron esta técnica a la identificacién y
serotipado de App; sin embargo, con esta técnica
se han detectado reacciones cruzadas (Gutiérrez et
al., 1997).

Separacion inmunomagnética. Técnica alta-
mente sensible que aisla al agente utilizando ima-
nes (pequefias esferas) cubiertos con anticuerpos
especificos al serotipo de App. Luego la flora con-
taminante es lavada y se obtiene un cultivo
1.000 veces mas puro que el cultivo directo en
agar. La principal desventaja es su elevado costo
(Gottschalk, 1998; Marsteller y Fenwick, 1999;
Vadillo et al., 2002).

Deteccidn directa del antigeno por métodos
moleculares

Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR).
El PCR constituye uno de los avances mds impor-
tantes de la Biomedicina. Es una reaccién que uti-
liza ADN, enzima polimerasa y oligonucle6tidos
(primers) para amplificar fragmentos especificos
del ADN. Consta de tres pasos fundamentales: des-
naturalizacién, anillado (annealing) o hibridacién
de los partidores y extensién (Fittipaldi et al.,
2003; Rodriguez, 2001). Esta herramienta genéti-
ca ha sido estandarizada para identificar App, des-
de un cultivo mixto de bacterias proveniente de
muestras de tonsilas y desde tejidos necréticos
(Angen y Jessing, 2004; Cho et al., 2002,
Gutiérrez et al., 1997; Gottschalk et al., 2004).
Esta genera la gran ventaja de poder diferenciar
entre App y otras bacterias como A. porcinotonsi-
llarum (Gottschalk, 1998; Gottschalk et al., 2004;
Quinn et al., 2002). Fittipaldi et al. (2003) y Mal-
donado et al. (2004) utilizaron PCR para detectar
App, de ambos biotipos, en cerdos portadores o
subclinicos y han estandarizado ¢l procedimiento
en muestras de tejidos (biopsias), tonsilas comple-
tas y desde cultivos directos.

Hibridacion in situ (ISH). La hibridacién de los
acidos nucleicos fue una de las primeras técnicas
de ADN utilizadas. Para la ISH se requiere de tro-
zos de tejido que son sometidos a una digestion del
ADN bacteriano, amplificacién y visualizacién al
microscopio (Cho et al., 2002). Cho er al. (2002)
desarrollaron Ia hibridacion ir situ para la deteccién
del gen apxIV, a través de sondas de DNA marca-
das con digoxigenina, que reconocian el citado gen,
desde pulmones de cerdos inoculados experimen-
talmente. Esta demostré ser una herramienta valio-
sa en el diagnéstico de la pleuroneumonia porcina,
cuando sdlo se utilizan tejidos fijados en formalina
como muestras para diagnéstico. Lo que es una des-
ventaja para otro tipo de muestra.

Técnicas que detectan anticuerpos

App es una bacteria que presenta una complejidad
particular, debido a la existencia de varios seroti-
pos. Es asi como en un mismo plantel pueden co-
existir varios serotipos y otras bacterias relaciona-
das, convirtiendo al diagndstico serolégico en todo
un reto (Inzana y Fenwick, 2001). Algunos de los
tests serologicos que se han utilizado en la detec-
cién del App son los siguientes:

Coaglutinacion. Consiste en la aglutinacién del
complejo Ag-Ac haciéndolo visible (Alcéntara et
al., 2004; Fey, 1978; Roitt et al., 1993; Straw et al.,
2000). Para su desarrollo se requiere una cepa bac-
teriana que sintetice grandes cantidades de protei-
na A (cepa de S. aureus), que se une a la regién Fc
de las IgG, quedando libre la regién Fab, dispues-
tas para reaccionar con su antigeno especifico
(Rodriguez, 2001). No obstante, se han presenta-
do reacciones cruzadas, por ejemplo, entre los se-
rotipos 1, 9 y 11 (Biberstein y Chung Zee, 1990;
Marsteller y Fenwick, 1999; Vadillo et al., 2002).

Fijacion del complemento. El test se basa en
la obtencién de antigenos especificos para cada uno
de los 15 serotipos, que reaccionan frente al suero
investigado. Los antigenos se obtienen del sobre-
nadante de una suspension de bacterias. Adicional-
mente, se requiere de complemento, suero bovino
fetal, y del suero problema, los que son incubados
durante 12 horas. Luego de este periodo se afiaden
los glébulos rojos. Si el suero porcino contiene an-
ticuerpos especificos frente al antigeno del seroti-
po investigado, interaccionardn con €l y el comple-
mento se unird a la porcién Fc del anticuerpo. Esto
agotard el complemento presente y evitara la lisis
de los glébulos rojos en el sistema de reaccioén
(Rodriguez, 2001). En el caso del App fue inicial-
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mente utilizado para detectar diferentes anticuerpos;
sin embargo, presenta una sensibilidad y especifi-
cidad muy reducida para ser una técnica confiable
en Ja deteccion rutinaria de App en laboratorios cli-
nicos o como prueba de campo (Inzana y Fenwick,
2001). Schaller et al. (2004) demostraron lo ante-
rior al comparar el test de fijacién del complemen-
to con un Kit ELISA que fija la exotoxina ApxIV.
El experimento evidenci6 que el test de fijacién del
complemento erraba en el diagndstico de piaras in-
fectadas, no asi ELISA, que mostré una mayor sen-
sibilidad y especificidad.

ELISA (Enzyme-linked inmunosorbent
assay). ELISA conjuga quimicamente una enzi-
ma con el anticuerpo, que al reaccionar cambia
de un estado incoloro a uno coloreado. El com-
ponente no marcado se acopla a un soporte s6li-
do (placa de multiples pocillos). Lo mds comiin
es que el antigeno se acople a la placa y que se
analice con el anticuerpo marcado (ELISA direc-
to). Esta unién bloquea cualquier absorcién no es-
pecifica, y a continuacion se lavan los pocillos de
anticuerpos y de otras proteinas libres (Janeway
et al., 2000).

El diagnéstico serolégico basado en LPS y anti-
genos capsulares de App nos ofrece hoy en dia va-
rios tests ELISA (serodiagnésticos) especificos para
ciertos serotipos como 1, 2, 4, 5, 6 y 7 (Eriksen,
2004; Gutiérrez et al., 1997; Wallgren et al., 2004).
Sin embargo, no existe un test tnico que discrimine
entre los distintos serotipos (Marsteller y Fenwick,
1997; Sanford, 1998).

Un estudio llevado a cabo por Inzana y Fenwick
(2001) desarrollé un ELISA especifico para los se-
rotipos que afectaban principalmente a Norteamé-
rica (1, 5 y 7). Debido al problema de reacciones
cruzadas, por epitopes comunes entre los diferen-
tes serotipos y otras especies de bacterias, este es-
tudio utilizé el polisacarido capsular o antigeno
capsular por ser serotipo-especifico. Se realizaron
ELISAs especificos para cada serotipo y un ELISA
que combind a los tres serotipos en una sola placa,
obteniendo resultados positivos, para detectar dife-
rentes anticuerpos (provenientes de una misma
muestra de suero) contra serotipos distintos de App.

Recientemente Dreyfus et al. (2004) desarrolla-
ron un ELISA indirecto utilizando la exotoxina
ApxIV recombinante, que presenta la particularidad
de ser producida por los 15 serotipos, actualmente
identificados. Su utilidad es primordial, ya que iden-
tificaria a los animales enfermos agudos y crénicos
con App. Las desventajas son dos: no discrimina

entre los distintos serotipos existentes y el resultado
podria ser negativo en animales portadores, por cuan-
to el gen ApxIV s6lo se expresa en animales que pre-
sentan el cuadro clfnico (Schaller et al., 2004).

ELISA dirigidos contra ApxII y ApxIII han mos-
trado reacciones positivas en cerdos que eran libres
de App, debido a una interaccién cruzada con otras
especies de Actinobacillus spp, como A. suis, A.
rossi 'y A. porcinotoncillarum. Asi el atractivo pro-
porcionado por estas exotoxXinas, en la detecci6n via
ELISA de App, es un tanto decepcionante (Dreyfus
et al., 2004).

En el caso particular de Chile, los serotipos ais-
lados han sido el 1 y 5 (Chiers, 2003 extraido de
Dubreuil et al., 2000) y més recientemente el sero-
tipo 12 (comunicacién personal de Dr. Alvaro
Ruiz); sin embargo, no existen estudios epidemio-
légicos en los planteles chilenos que descarten otros
serotipos. Se debe considerar que los serotipos 1y
5 son de alta patogenicidad y se cree que ingresa-
ron a nuestro pais desde Norteamérica, donde son
los serotipos prevalentes. Al respecto, Inzana y
Fenwick (2001) ya aislaron el antigeno capsular co-
rrespondiente al serotipo 1, 5, y 7, utiles para los
fabricantes de tests serolégicos.

Otro aspecto importante es que la pleuroneumo-
nia no sélo se puede diagnosticar por medio de la
bisqueda de anticuerpos creados contra App o sus
propios antigenos. También existe la posibilidad de
conjugar los tests ya existentes, con la deteccién de
proteinas que exprese el animal, cuando el equili-
brio entre el sistema inmunolégico y la flora respi-
ratoria se vean alterados. Asi lo evidencié un estu-
dio llevado a cabo por Henning et al. (2004) que
utilizé un ELISA para detectar péptidos antimicro-
bianos, producidos por animales enfermos agudos,
crénicos, subclinicos y portadores. La determina-
cion de esta protefna descubierta (PR-39) podria
crear las bases de una nueva herramienta diagnés-
tica para identificar a los animales sanos portado-
res del pat6geno.

Para finalizar, existen otras técnicas que se han
probado para la deteccién de anticuerpos contra
App. No obstante, todas presentan la desventaja de
las reacciones cruzadas entre serotipos o bacterias
relacionadas filogenéticamente. Entre ellas se en-
cuentran las siguientes:

Precipitacion en gel o inmunodifusion. Se basa
en la difusién de los antigenos y anticuerpos en un
gel de agar, con la consiguiente precipitacién visi-
ble como una linea cuando ambos forman comple-
jos (Fey, 1978; Gunnarson et al., 1978). El incon-
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veniente es su lentitud y la dificil interpretacion de
las bandas de precipitacién (Gunnarsson, 1979).

Hemaglutinacion indirecta. La técnica consis-
te en la suspensién de las células bacterianas en so-
lucién salina durante 12 horas, la cual es centrifu-
gada y, posteriormente, se recoge el sobrenadante.
Este extracto salino se incuba una hora en presen-
cia de glébulos rojos de oveja, de tal forma que los
antigenos bacterianos se adsorban a la superficie de
los eritrocitos. Finalmente, se tapizan las placas de
microtitulacién con la suspensién de eritrocitos y
se afladen diluciones seriadas del suero problema.
Las reacciones positivas se manifiestan como un
sedimento plano y las negativas como una mancha
abotonada en el centro del pocillo. Se ha demos-
trado que existen reacciones cruzadas, por ejemplo,
con H. parasuis (Nielsen, 1985).

CONCLUSION

En los tltimos afios se ha detectado el surgimiento
de cepas que son mitad serotipo 1 y mitad serotipo
7 (Gottschalk, et al., 2000), asi como también
Nielsen et al. (1996) han demostrado lo mismo con
cepas que son mitad serotipo 2 y mitad serotipo 7
en Europa y, por dltimo, ahora son 15 los serotipos
(Blackall et al., 2002).

Lo anterior recuerda el problema de las reaccio-
nes cruzadas en los test serolégicos o inmunolégi-
cos, y aunque estos inconvenientes pueden ser su-
perados por las técnicas moleculares, éstas atin son
costosas y no aptas para usarlas rutinariamente por
los veterinarios de campo.

Otro gran problema es la deteccién de animales
enfermos subclinicos o portadores, en donde las téc-
nicas moleculares podrian ser la gran solucién; sin
embargo, esta es una aseveracién atin muy preten-
ciosa. Ademas es importe sefialar que estas técnicas,
por lo general, son especie-especificos, dificultando
el diagndstico de los diferentes serotipos en un pais.

Por lo tanto es fundamental, a corto plazo, cul-
tivar y aislar el o los serotipos de App presentes en
Chile, luego verificar la especie y el serotipo a tra-
vés de técnicas moleculares y serolGgicas, para fi-
nalmente realizar estudios epidemiolégicos que per-
mitan conocer la realidad nacional. Lo anterior con
el objetivo de estandarizar la mejor técnica que nos
permita detectar animales portadores, antes de su
ingreso al plantel, controlando asf una enfermedad
que ha generado por mucho tiempo considerables
pérdidas.
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